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GLOSARIO

Aglutinaci6n.-Las reacciones de aglutinacién consisten en la agregacién de partfculas
tales como células o material sintético por anticuerpos Illamados

aglutininas

Antibidtico.- Sustancia qufmica elaborada por diferentes especies de microorganis
mos ( bacterias, hongos, actinomicetos ) que suprimen el crecimiento

de otros microorganismos y puede eventualmente destruirlos.

Anticuerpo.- Es una molécula elaborada por amimaies en respuesta a un  antfgeno.
El anticuerpo tiene la propiedad particular de combinarse

especificamente con el antfgeno el cual indujo su formacién.
Antigéno.-  Esuna molécula que induce Ia formacién de anticuerpos.
Bacteriéfago. Virus que infectan células bacterianas.

Clonaci6n.- Proceso porel cual se obtienen muchas copias de un gene a partir de una

sola copia.

Citotoxina.- Toxina termol4bil diferentc a la LTdela E.coli enterotoxigénica,
capaz de causar lisis o destruccién de células en cultivo confluente

Veroo HeLa

Coliforme.- Bacilos gram negativo no productores de esporas, acrobios o anacrobios
facultativos capaces de fermentar lactosa con produccién de 4cido

y gas.



Diarrea- Aumento en Ja frecuencia de las evacuaciones, que se acompafia

deuni yen el ido de agua en las heces.

Exotoxing.- Sustancia de naturaleza protefca liberada por algunas bacterias que
pueden producir alteraciones en el transporte de liquidos y electrolitos

y provocar dafio en la estructura de la mucosa intestinal,

Gene.- Unidad bdsica de la herencia. Secuencia de DNA que codifica una

protefna especffica.

Hibridaci6n.-Emparejamiento de cadenas sencillas de 4cidos nucleicos para formar
una doble cadena; las zonas de doble cadena indican complementa-

riedad de las sccuencias de bases nitrogenadas.

Niimero més probabfe.-Técnica distica y matemdtica que expresa cuantitativa-

mente la densidad de microorganismos en una muestra.

P: icidad.-Capacidad intrinseca de un grupo o especie que connota la
produccién de enfermedad.
Toxina.- Sustancia de origen microbiano que da lugar a cuaaros cunicos bien

definidos, sea en ausencia del microorganismo.

Virulencia.- Capacidad intrfnseca de cepas de ser patégenas en grado variable.



1V. RESUMEN

Seestudiaron 104 cepas de E. coli aisladas de came molida cruda, hamburg y

de materia fecal ; con la finalidad de investigar la capacidad para producir citotoxinas y

enterotoxinas por ensayos en cultivo celular utilizando la Ifnea Vero y su correlacién con
la expresion fenotfpica; comportamiento bioqufmico y serologico utilizando 13 sueros
somfticos. La expresién genética relacionada con la produccién de la toxina LT se realizé
por pruebas de biologfa molecul pleando la técnica de la ha o "colony blot."

Se aislaron 40 (38.4% ) cepas de E.coli provenientes de alimentos y 64 (61.6% )
de un brote de diarrea del viajero que se presentd en el febrerode 1992 en el estado de

Campeche y de heces de infantes con y sin diarrea.

Del total de cepas E.coli 21 (20.1% ) fueron sorbitol negativo por el método en placa
utilizando agar MacConkey-sorbitol y se obtuvieron serotipos sorbitol negativo diferentes
al O:157TH:7: 0:55, 0:111,0: 125 y 0:148, Scrolégicamente 6 ccpas s¢ clasificaron
en el grupo EHECy ninguna correspondié al serotipo O:157.

Mediante los ensayos de actividad citot6xica y/o enterotdxica en cultivo celular se
identificaron 3 (2.8%) cepas productoras de citotoxinas, 74(71.1%) de LT y 17(16.3%) con
ambos cfectos, de las cepas productoras de citotoxinas 1 provenfa de carne molida cruda y

2 de muestras diarreicas.

La correlacién entre produccién de citotoxinas y la incapacidad de fermentar el sorbitol fue
del 142% y entre cepas con efecto CTX-CTT fue del 28.4 % . Unacepa E. coli aislada
de un infante con diarrea fue sorbitol negativo asociada a efecto citotéxico en cultivo celular
y aglutino con ¢l antisuero O: 55 y una cepa aislada de un caso de diarrea een un nifio estuvo
asociada a efecto CTX y CTT. El 91.3% de las cepas tuvo evidencia genética para la
codificacién de LT.



V. INTRODUCCION

En México ladiarrea infecciosa en infantes y viajeros representa uno de los principales

probl de salud piiblica; por datos estadfsticos se sabe que aproximadamente ocurren
de 30- 42 millones de episodios diarreicos cada afio en nifios menores de 5afios y de
60 - 70 millones en poblacién mayor con un 9.5% de diarreas sanguinolentas y un 9.2%
de casos crénicos. (25 )

Entre los agentes etiol6gicos causantes de diarrcas sanguinolentas se incluyen cepas de
E. coli productoras de citotoxinas (25 ). Este tipo de cepas fueron descritas inicialmente
por Konowalchuck en 1977 a partir de filtrados de heces humanas, heces diarreicas de

lechones y alimentos, ( 1,38)

El prototipo de esta clase de E.coli es el serotipo O:15TH:7; este agente se aislé e
identific6 en 1975 de una paciente con diarrea sanguinolenta { 54); y desde esta fecha
se considera como un patégeno relacionado epidemiol6gicamente con brotes esporddicos
de diamrea sanguinolenta, gastroenteritis, Colitis Hemorrdgica (CH) y Sindrome Urémico
Hemolftico (SUH) ( 3, 34, 58, 61 ). Estudios realizados en los Estados Unidos de
Norteamérica, Canad4 y Gran Bretafia revelaron que las infecciones gastrointestinales
causadas por este patégeno estan asociadas con el consumo de hamburguesas y leche
bronca ( 3, 34, 61, 79, 80, 81 ). Actualmente se reporta la existencia de otros serotipos
productores de citotoxinas en los que se incluyen los scrogrupos: 0:18,0:55,0:125,0:128
0:26 y O:111(3,38). Las infeccciones gastrointestinales causadas por estos serotipos se
caracterizan por la presencia de diarrea sanguinolenta y en ocasiones se puede presentar un
cuadro febril leve, siendo los nifios y los ancianos los que tienen mayor riesgo de

presentar complicaciones. (16, 31,34 )



En México las infecciones por E.coli O:157H:7 con frecuencia no se identifican debido
a que el cuadro clfnico asociado no se conoce bien , ademds la mayor parte de los
laboratorios de diagnéstico clfnico no siembran de rutina las muestras de heces y alimentos
en agar MacConkey-sorbitol (34,44 ) y no cuentan con lainfraestructura necesaria para
demostrar la actividad de la toxina en filrados fecales o aislamientos a partir de alimentos,
La actividad citotoxica se puede verificar por diferentés métodos: biolégicos,
inmunol6gicos y moléculares que se enumeran en la Tabla No. 1. El ensayo en cultivo
celular es la prueba de referencia para detectar y cuantificar la actividad citotoxica de
cepas de E. coli. Este ensayo es sensible y las determinaciones se pueden realizar en
dife lineas celul como: Vero, CHO, HeLa y CaCo. ( 25, 34, 60,81)




TABLA Ne. 1

Métodos de laboratorio para determinar citotoxinas

Pruebas biol6gicas:
* Asaligada de concjo

* Inoculacién intraperitoneal en ratén
Cultivo celular:
* Células VERO
* Célula intestinales de embridn humano ( Henle
* Células HeLa
* Células Hep-2
* Células de fibroblastos de rat6n

* Células CaCo

Pruebas inmunolégicas:
* ELISA ( método inmunocnzimético )

* Radio inmuno ensayo (RIA )
* Hemélisis inmune pasiva
* Coaglutinacién
Métodos de biologia molécular:
* Prucba de lamancha
* Hibridacién con son das de DNA
* PCR

Tomado de : Konowalchuck, J., J.1. Speirs and S. Stavric, 1977. Vero response (o cytotoxin
of Escherichia coli. Infect. Immun, 18:775-779. (38 )
O'Brioen , A.D., G.D. LaVeck, MR. Thompson, and §.B. Formal. 1982,
Production of Shigella dy iac 1 like cil in by E: ichia coli. (51)




1.Antecedentes

E. coli es uno de los microorganismos mds estudiados desde hace mds de 100 afios, sin

embargo aiin reserva muchas interrogantes por estudiar,

E.coli fuédescrita por Theodor Escherich en 1886 al realizar estudios bacteriol6gicos
en heces de infantes y esto constituyé el inicio de una serie de investigaciones sobre la

patogenicidad de bacterias intestinales que causan infecciones contagiosas. { 52, 72 )

La relacién entre E. coli y cuadros diarreicos se asoci6 antes de 1900 por veterinarios,
al realizar estudios de campo y a partir de los afios 50" tomé un gran auge el estudio de
este microorganismo llegindose a esclarecer varios aspectos relacionados con su

etiopatogenia, entre los cuales destacan los siguientes:

El primer estudio epidemiol6gico de E.coli como responsable de procesos diarreicos
en humanos, fu€ reportado por Bray en 1945 y posteriormente Gyles y cols. aislaron ¢
identificaron cepas E. coli causantes de un brote de diarrea en donde ¢l 56 % de los nifios
infectados murieron; a esta cepa se le denomind E. coli alfa (20). En estudios posteriores
se reconoci6 una segunda cepa involucrada en un brote de diarrea siendo serolégicamente
diferente a E. coli  alfa (E.coli beta) (20, 52). Lo anterior fu€ comoborado mediante
la tipificacién serolégica basada en ei esquema de Kauffmany DuPont descritoen 1947
y se llegd a concluir que independientemente del pafs de origen las cepas asociadas a

procesos diarreicos pertenecfan a ciertos serogrupos. (20, 36)

Dey cols en 1957 describicron la produccién de una toxina semejante a la colérica
elaborada por cepasde E.coli y se comenzé a hablar de una nueva linea en relacién a la

patogénesis de la diarrea provocada por cepas E. coli enterotoxigénica ( ETEC). (12)



En 1975 Keush y Donta,emplearon cultivos celulares YI ( células tumorales de corteza
adrenal de rai6n) y c€lulas HeLa, para determinar la actividad biolégica de diferentes
toxinas y encontraron que existen al menos 2 tipos que producen un efecto citotdnico
debido a la esteroidogénesis y el yde AMPc (28,37). Por esta época se descubri6

&'

también que los brotes de diarrea del viajero estdn asociados con mayor frecuencia

a cepas ETEC (26) .

En 1982 sereconocié a E.coli 0:157H:7 comoun agente patégeno relacionado con
brotes esporddicos de diarreas sanguinolentas asociadas al consumo de hamburguesas

se lleg6 a esta conclusién cuando se p n 2 brotes aislados de CH en los estados

de Oregony Michigan, en donde el CDC ( Center for Diseases Control ) detect6 a 47
individuos que preseniaron un cuadro clinico caracteristico de CH con cultivo positivo para
E. coli O:157TH:7 . En este mismo afio quedd establecido el término de EHEC.( 1, 27, 55)
En la Tabla No. 2 se muestran algunos datos histéricos en relacién a diversos estudios
fenotipicos y genéticos que sc realizaron con la finalidad de caracterizar cepas

E. coli productoras de citotoxinas.

En los Estados Unidos de Norteamérica de novicmbre de 1992 hasta enero de 1993 s¢
present6 un brote diarreico multiestatal en los estados de California, Nevada e Idaho.

En la civdad de Washington se reportaron hasta el mes de febrero mds de 500 casos de
infecciones gastrointestinales adquiridas por el consumo de hamburguesas en una cadena de
restaurantes de comida rdpida. En el 95.4% ( 447 ) de los pacientes se recuperd E. coli
O:157H:7, 144 pacientes fueron hospitalizados, 30 presentaron un cuadro caracterfstico de

SUHy 4 murieron a consecuencia de complicaciones asociadas a la infeccién. (46).



TABLA No.2

Datos hist6ricos en et estudio de las citotoxinas de E. cod.

Estudio

Conclusiones

Referencias

lera, descripeion de

una toxina en EPEC

Demostracién de
citotoxinas en

cullivo de tejidos

Nomenclaturn

Diagnéstico de
laboratorio de
Infecciones por VTEC

Factor Wxico en
H-19 (0:26K:60H:11 )

diferente a LT

Citotoxina para células
Citotoxinas para celulas
Hela,

Verotoxina

Citotoxina tipo Shiga

VT-1, citoloxina
neutralizable con
antisuero Shiga

y VI-2alasno
neutralizables

Smithy Lingood (1971}

Konowalchuk y cals (1977)
O'Bricn y cols (1982}

Konowalchuk y cols (1977)
O'Brica ycols ( 1982}
Strockine {1986 }

Scodand y cols (1985)
OMS (1987)

Inmunolégicos

Hibridizacién

K i y cols{1977)
QOBrienycols (1982)
Donchuc-Rolfe A cols (1977)
Willshaw G.A. y cols (1986)

‘Tomado de:  Parra-Maidy

do N.R. 1990F

decepasde E. coli productoras de

v N
ciwtoxinas { VTEC ) en casos de diarrea en poblaciones urbana y rural . Tesis UNAM . (56 )
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2. Generalidades

E.coli es un bacilo gram negativo que pertenece a lafamilia Enterobacteriaceae.No
formaesporas , posee microcdpsula y lamayorfade lascepas son mdéviles mediante flagelos
perftricos; su metabolismo es respiratorio fermentativo por lo que se le considera como
un microorganismo aerobio o anaerobio facultativo. Genéticamente estd constitufda por una
molécula circular de DNA con un peso molécularde 2x10° y  alrededor de
5x 10°¢ pares de bases. (40,72)

E.coli coloniza el intestino del hombre poco después de su nacimiento, persistiendo
en €l durantetoda su vida y tiene un papel importante en el mantenimiento de las
condiciones fisiolégicas normales ( 41, 54, 72 ). Cuando sale de su nicho ecolégico se le
considera como un patégeno oportunista (40,72 ) relacionado con diversos sfndromes y

enfermedades que se enlistan en la Tabla No. 3.

E.coli crece fécilmente en medios simples o enriquecidos con glicerol y glucosa como
tnica fuente de carbono y energfa. En medio liquido las cepas lisas producen una turbfdez
uniforme, mientras que las cepas rugosas se asientan en ¢l fondo formando un depdsito
granular. En medios s6lidos selectivos y diferenciales que contienen carbohidratos, las

colonias son lisas, circulares, con borde entero, convexasy briflantes. (72 )

En cuanto a caracteristicas bioquimicas en laTabla No.4 se muestra el porciento de
positividad que presenta E. coli con respecto a algunas pruebas bioqufmicas  de
diferenciacion. (9, 18)

La composicién estructural de la pared celular de E.coli estd constitufda en su porcién
externa por: protefnas, lipidos y polisacdridos. Los lipopolisacdridos son mediadores de

muchas actividades biolégicas relacionadas con la patogénesis de la bacteria. {72 )



TABLA No.3

E. coli como patégeno

Enfermedades y stndromes relacionados

con infecciones causadas por E. coli

- Gastroenteritis

* Enteritidis prolongada

* Diarrea en infantes

* Diarrea del viajero

* Diarrea sanguinolenta

* Sndrome disentérico

* Infecciones en el aparato

urinario inferior y superior

* Piclonefritis

* Colitis hemorrdgica

* Stndrome urémico hemolftico
* Infecciones en heridas

- Septicemias neonatales

* Meningitis nconatal

* Varias manifestaciones en

huésped inmunocomprometido

Tomado de:  Diagnostic Procedures for bacteriat
infections ( 1987); pag: 256.



TABLA No. 4

Principales caracteristicas bioquimicas de E. coli

Bioquimica % de positividad
Indol 98
RM 99
vP 0
CIT 1
Prod. de Ac. sulfhfdrico 1
URE 1
LIA 90
ARG 17
ORN 65
Motilidad a 37°C 95
Hidrélisis de gelatina 0
Prod. de gas 95
Fermentaci6n de:
glucosa 100
lactosa 95
Sacarosa 50
D-manitol 98
m-inositol 1
D-sorbitol 94
L-arabinosa 9
Rafinosa 50
Maltosa 95
D-manosa 96
ONPG 95
Oxidasa 0

Tomado de: Farmer, JJ.,y cols. 1985, Biochemical Identification of New
species and biogroups of Enterobacteriaceae isolated from clinical
specimens. J. Clin. Microbiol, 21:46-76 (18)
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El lipopolisacdrido de E. coli esta constitufdo por;
a).- Fosfolfpidos (lipido A).
b).- Un centro polisacérido de 5 monosacdridos enlazados al lfpido A por el
dcido cetodesoxioctulosonico.
¢).- Un polisacdrido extemo constitufdo por 25 unidades repetidas de azucares
de 3 y 5carbonos (AgO). (72)
La cadena externa conforma ¢l Ag O y farmacolégicamente se considera como una
endotoxina incluyendo el esqueleto intemoy ellfpido A. Estructuralmente E. coli también

puede expresar determi igénicos capsulares y flagel (53,72)

)

Una de las propiedades de los Ag somiticosy capsulares es el de darprotecciénala
célula bacteriana actuando contra la accién bactericida dg los fagocitosy el complemen-
to. El Ag O es un componente termoestable que constituye la parte mis externa de los
lipopolisacdridos y se considera como un inmunégeno que suele identificarse mediante
reacciones de aglutinacién . El antfgeno H al igual que ¢l Ag K son termoldbiles; el Ag K
es de naturaleza polisacdrida y se han descrito tres tipos diferentes: A, By L. El antigeno
H se localiza sobre los flagelosy puede ser desnaturalizado por calor o alcohol. Los
antfgenos O, Ky H constituyen un esquema descrito por Kauffman y DuPont en 1947
para la tipificacion serolégica de E. coli. Existe para dicho mosdico antigénico mis de 176
serogrupos reconocidos para el AgO, 112 para el Ag Ky 60 para el AgH. A demisde
las propiedades serolégicas se pueden tomar otras caracterfsticas como base para la

tipificacién de E. coli por ejemplo el uso de bacteriofdgos y colisinas. ( 53, 72, 36).
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3. Clasificacion

De acuerdo a el mecanismode patogenicidad, se reconocen 5 clases de E.coli productoras
de diarrea, Cada clase Hene sus caracterfsticas de virulencia, presentacién clfnica, rasgos
epidemiolégicos y programas de tratamiento. La comprensién de estos patrones puede
servir como gufa para el manejo de muestras clfnicas con el fin de caracterizar el o los
agentes etiol6gicos responsables de brotes diarreicos , con base en pruebas de laboratorio:

bioqufmicas, serol6gicas y moléculares para su identificacién (41, 54).
3.1 E. coli enterohemorrdgica. ( TablaNo. 6)

El serotipo O:157H:7 es el prototipo de las cepas EHEC , este serotipo se caracteriza por
no fermentar el sorbitol y no producir la 8 glucoronidasa , ademds elabora citotoxinas
que difieren de las enterotoxinas LT y ST de la E. coli cldsica ( 44, 54, 60, 72 ). Dichas
citotoxfnas son termol4bilesy sedenominan Vero debidoa su capacidad para lisar células

de rifién de mono verde africano. ( 16, 66, 67, 72, 84 ).

Sehan reportado dos tipos de toxinas VERO: VT-1y VT-2, denominadas también toxina
Shiga- like Iy Shiga- like Il respectivamente; debidoa que poseen propiedades biol6gicas
y fisicoqufmicas similares a la toxfna Si;iga de Shigella dysenieriae tipo 1 (16,45, 51,
60, 66,67). En la Tabla No.5 se mencionan algunas caracterfsticas moléculares de

las citotoxinas SLT-I y SLT-II de E.coli y de la toxina Shiga de Shigella dysenteriae
tipo 1.

Caracteristicas generales y biologia molécular de STL-I (VT-1)

VT-1 fué descrita por Konowalchuk y cols. en 1977 (38 ). Estructuralmenie esta
compuesta por una subunidad Ay cinco B con pesos molecularesde 32000x7700 Daltones
respectivamente. La subunidad B es idénticaa 1a de la toxina Shiga, dnicamente un
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TABLA No. §

Comparaci6n entre la toxina Shiga de Shigella dysenteriae y
las toxinas de tipo Shiga de E. coli

Organismo Toxina Neutralizacion Probable estructura
con antit de subunidad
Shiga.
E. coli SLT-1 Si 1A 5B
E. coli SLT-IT No 1A 5B
E. coli SLT-Tv No 1A 5B
S. dysenteriae Shiga Si 1A 5B
Organismo Receptor Mecanismo de Accion
E. coli Gb3 N-glicosidasa
E. coli Gb3 N-glicosidasa
E. coli Gb4 N-glicosidasa
S. dysenteriae Gb3 N-glicosidasa

Tomada de: Acheson D.W.K. 1992, Enterotoxines in the diarrhea. J, Infect. 24:225-245. (1)
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aminodcido en la fraccidn A las hace dif I L6gi es neutralizada por
anticuerpos anti-shiga. ( 16, 17, 34, 60, 67 )

Caracteristicas generales y biologia molécular de VT-2 ( SLT -IT)

VT-2 estd compuesta por una subunidades Ay cinco B, con pesos moléculares de 35000
y 10700 Daltones respectivamente. Esta toxina fué purificada utilizando el método para
VT-1(1, 16, 34,60, 67 ).

Similitud entre VT-1y VT-2

Estas citotoxinas provocan actividades bioldgicas muy semejantes como: Acumulacién de
flufdos en asa ligada de conejoy cuando son administradas por via intraperitoneal a ratones
provocan pardlisis de miembros inferiores y en ocasiones la muerte ( 23, 67 ). Ambas
citotoxfnas tienen como receptor célular el glicolfpido globotriosil-cerdmido (Gb3) y
estdn codificadas a nivel de bacteriofdgos (H19Ay HI9B )(6,17,19,67,72). En
resumen VT-1y VT-2 son enterotéxicas en asa ligada de conejo, neurot6xicas en

ratay citotdxicas en cultivo celular. (1, 51).

Diferencias entre 1a actividad biologica de VT-1y VT-2 (1,38,58,84 )

a) VT-1 es mil veces mds activa que VT-2 sobre células vero.

b) La dosis letal 50 % dc VT-2 en conejos es 100 veces mayor que lade VT1.

c) La diferencia mds importante se establece en la respuesta a la inyeccién
de las toxinas en el modelo de asaligadade intestino de conejo. VT-2 produce
una hemorragia franca y VT-1 ocasiona una diarrea moderada sin sangre.

d) El punto isoeléctricode VT-2 tiene valores que vande 4.1 a 6.5 mientrasque
para VT-1 se reporta un valor de 7.2

€) Al comparar VT-1y VT-2 en sus fracciones Ay B se observé una
homologfa del 57% y 60% en sus secuencias de nucledtidos y un  55%

y 57% en la suecuencia de aminodcidos respectivamente.
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f VT-1 requiere de medios carentes de fierro y se obtiene del sonicado de la
masa bacterianaa partirde un cultivo en fase estacionaria, para VT-2 son
adecuados los medios de cultivo que contengan fiemoy la aparicién delat
toxina se da en la fase logaritmica.

Se ha incluido un tercertipode citotoxinas semejantes a latoxfna Shiga, estas citotoxinas
estdn relacionadas a pacientes con edema y cultivo positivo para E.coli y tienen
propiedades biol6gicas similaresa SLT-1y SLT-II Son neutralizadascon antisuero contra
SLT-II, pero no para SLT-I y son mis citot6xicas en celulas Vero que en HeLa. Las
citotoxinas con estas caracterfsticas se les ha denominado toxina shiga - like I variante

(STLv)(1,34,60)

Patogénesis

Las cepasde E. coli  productoras de citotoxinas son uno delos agentes etiolégicos més
importantes " inductores " de  diarreas sanguinolentas. Las cepas VT* estan implicadas
en complicaciones como SUH, CH , efectos renales , efectos neurolégicos y cistitis
hemorrdgica. El cuadrocifnico de una infeccién por EHEC se caracteriza por la presencia
de dolor abdominal y excremento sanguinolento. En algunos pacientes el dolor abdominal
es intenso -prominente y la diarrea no es hemorrdgica. Aproximadamente del 2 -7% de los

pacientes desarrollan SUH , con una tasa de mortalidad del 3 - 5%. (27, 34,66 )

El SUH se definide por una triada de caracterfsticas: dolor renal agudo, trombocitopenia y
anemia hemolftica microangiopdtica. Estas alteraciones se presentandebidoa la afeccién
que sufren las células endoteliales a través de la coagulacién intracelular , depésitos de
fibrina y disminucién de la velocidad del flujo del rifion. Diferentes agentes etioldgicos in-
cluyendo drogas, citotoxinas y microorganismos se postulan como causantes potenciales de
dicho s{ndrome, por lo que s¢ considera de naturaleza multifactorial debidoa que esta dado

por un nimero diferente de eventos y mecanismos patGgenos. ( 34, 72)
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Evidenci pidemiolégi y frec

El aislamiento de 0:157H:7 de heces de ganado vacuno indica que los bovinos son
importantes reservorios de este microorganismo ¢l cual habitaen elintestino del ganado
sano y puede contaminar la carne durante la matanza ( 34, 61). Se ha observado también
que E.coli 0:157H:7 tiene la posibilidad de colonizar gallinas ( 3, 54, 79, 80 ).

Historicamente O:157H:7 es un serotipo raramente aislado de humanos y animales ( 79, 80).
Datos deun estudio multicéntrico naciona! de 2 afiosde duracién realizado en Estados
Unidos, revelé que cuando se busca de rutina E. coli  O:157H:7 en coprocultivos, este
microorganismo se asocia mds frecuentemente que Shigella. En este estudio se observé una
frecuencia de aislamiento del 7.8% . Cuando sebusca E.coli O:157H:7 en carne de bovino

su frecuencia de aislamiento no es mayor del 2%. ( 25,79)

En nuestro pafs el aislamiento de E. coli productora de citotéxinas asociada a diarrea con
sangre es menor del 0.5%. y hasta la fecha no se tiene conocimiento de reportes de

aislamientos a pantir de alimentos. (25)

Diagnéstico de laboratorio
El aislamiento en medio MacConkey con sorbitol ayuda en la seleccién de cepas E. coli
0:157TH:7 y el diagnéstico se comprueba através de pruebas serol6gicas somadticas
y flagelares (44,81 ). Existen también ensayos en los que incluye detecciénde VT libre
ay aislamiento de E. coli productora de verotoxinas , pruebas de hibridacién con DNA,
ensayos de ELISA para detectar VT-1 y VT-2, anticuerpos monoclonales y pruebas de
citotoxicidad en cultivo celular ( 34, 60, 66 ). Actualmente en laboratorios de referencia se
utilizan pruebas de biologfa molécular como PCR para realizar estudios genéticos que

identifiquen y caractericen este tipo de cepas ( 25,49, 81).
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TABLA No. 6

Caracteristicas principales de E. coli enterchemorragica.

EHEC
Caracterfsticas Elabora citotoxinas que son denominadas
generales Vero o toxinas shiga-like. Existen dos tipos que

provocan efectos Citotdxicos en linea celular
VEROy actuan a nivel de slniesis de proicinas
inactivando células del huésped

Grupos som4ticos asociados 157,26 y 111
“Diarrca sangumolenia.,
Patogénesis - Sindrome urémico hemolitico.
- Colitis hemorrigica.
Distribuci6n geogrifica Mundial
Grupos de edad afectados Todas las cdades
' - Producios alimenticios al parccer de
Modo de ransmisién origen animal ( Hamburguesas ).
- Persona a persona
Periodo de incubaci6n De 3.8 a 8 dias.

- Excremenlo sanguinolento

Cuadro clinico SUH

- Dolor renal agudo.

- Trombocitopenia.

- Ancmia hemolitica microangiopitica.

Frecuencia de aislamiento (carne) -2%
- Prucba dc sorbitol.

Diagnéstico de laboratorio - Scrologfa somitica y flagelar.

- Deleccion de VT libre.

- Aislamiento de VTEC

- ELISA para detoctar VT-1 y VT-2.
- Cultivo cclular,

- Hidridizacitn con DNA

- Anticuerpas monoclonales

Tratamiento - Rehidratacion oral.
- Ccmlmldcm”liwiones fisiolégicas.

Tomado de: (16, 22,34,36,41,53 )
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Factores que disminuyen la probabilidad del diagnéstico de VTEC. (34)
- Intervalo en el tiempo entre la aparicién de la enfermedad y el estudio
bacteriol6gico.
- Tardanza en ¢l transporte de la muestra.

- Condiciones de mantenimiento de 1a cepa o de la muestra.

- Congelamiento y descongelamiento de la cepa o de la muestra .
Tratamiento

El tratamiento de pacientes con infecciones causadas por VTEC consiste en el control de las
complicaciones fisiolégicas que se presentan como: anemia, daiio renal, hipertensién, etc.
En este caso el papel de los antibidticos es cuestionable debido a que incrementan el riesgo
de infeccién por alteracién de la flora normal presentandose complicaciones. No obstante
algunos investigadores sugieren el uso de trimetrop(n-sulfametoxazol ¢ inhibidoresde la via

del calcio porque evitan ¢l efecto citotéxico ( 23, 34 ).

3.2. E. coli enteropatégena ( Tabla No. 7)

El primer grupode £. coli EPEC inductora de diarrea fué reconocida durante las decadas
delosafios 40y 50 y se ledesignéasi por Netery cols. (47 ), quienes confirmaron la presencia
deciertos grupos serolégicos, al demostrar que los serotipos 0:26,0:55, 0:111,0:119,0:125,
0:126,0:127,0:128 y 0:142 estan relacionados frecuentemente con casos de diarreainfandl.
Sin embargo la ausencia de propiedades virulentas demostrables llevaron a muchos inves-
tigadores a rechazar a 1a EPEC como un patégeno, aunque su capacidad para provocar diarrea
ya habfa sido confirmada por estudios realizados en voluntarios, a los cuales sc les administré

por vfa oral una dosis de 10° a 10° microorganismos. ( 39,40, 42)

En 1965 Neter y cols. (47 ) resumicron algunas evidencias que apoyaban la enteropatoge-

nicidad de estas cepas, entre las cuales destacan las siguientes:
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a) Lamayor frecuencia de brotes diarre(cos se presentan en grupos cerrados
b) Las cepas EPEC scaislan con mayor frecuencia de materia fecal de lactantes
con diarrea que de heces de lactantes sanos
c) La capacidad de provocar diarrea en voluntarios humanos esta asociadaa
la administracién oral de un solo serogrupo.
d) Se demostré la presencia de anticuerpo (Ac) especfficos contra el grupo EPEC

en pacientes como en voluntarios convalescientes.

Polotsky ycols. (59 ) notaron que algunas cepas EPEC causan lesiones histopatol6gicas
en intestino humano que puede ser apreciado por microscopfa electrénica; algunos autores

asocian este efecto a la capacidad de ciertas cepas para producir adherencia,

Cravioto en 1979 describié por primera vez la adherencia de cepas EPEC a células

Hep-2y Baldini en 1983 encontrd que la adhesencia s¢ debe a una adhesina que esta rela-
cionada con un pldsmido de 55 a 70 megadaltons llamado factor de adherencia de cepas EPEC
(EAF) y es quizd elinico mecanismo de patogenicidad descrito hasta la fecha para estaclase

de E.coli. (10)

Los estudios epidemiolégicos de brotes de diarrea revelan que ciertas cepas EPEC son
responsables de casos de diarrea en nifios en menores de 5 afios que viven en paises
subdesarrollados. Una infeccién por EPEC es limitada pero en algunos casos se puede
presenta una enteritidis prolongada. Las EPEC son reconocidas también como una causa
de diarrea del viajero y los serotipos 0:26 y 0:111 se han asociadoa SUHy CH, poreste
hecho y por la capacidad de algunas cepas para producir citotoxinas algunos autores

proponen su incorporacién al grupo EHEC ( 16, 34, 61, 66 ).
El cuadro clinico de una infeccién por EPEC se caracterfza por la . presencia de dolor
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TABLA No.7

Caracteristicas principales de E. coli enteropatbgena

[EPEC

Caracterfsticas
gencrales

EPEC fué laprimeraclase de E. cali  que fué
reconocida como causante de disrrea en nifios,
Evidencias indican que csté clase de
E.coli no tenc la capacidad de invadir icjido
y no produce toxinas LT o ST,

Grupos somdticos asociados

26,44,55,86,111,114,119,125,126,127, 128 y 142

- Diarrca en infantes.
Patogénesis - Enteritidis prolongsda,

- Gastroenterilis

- Dixreadel visjero

- SUH
Distribuci6n geogrdfica Mundisl
Grupos de edad afectados Recién nacidos y Iactantes

Modo de transmisién

Alimentos contaminados.

Mecanismo de patogenicidad

Adherencia a células cpileliales.
Citotoxinas

Dirrea con sangre { ocasionalmente )

Cuadro clfnico. - Ficbre.
« Dolor abdominal,
- Vémit.
Diagnostico de laboratorio - Scrologia

Pruebas de hemaglutinacién,

Tratamiento

Rehidratacion oral.
Cotrimoxazol.

Tomada de: ( 10,23, 30,34,41,42)
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abdominal severo, fiebre y las evacuaciones son frecuentes con moco , PMN y sangre.
(41, 76). El diagnéstico de laboratorio se da a través de pruebas especiales incluyendo se-
rotipificacién , hemaglutinacién y pruebas de adherencia en celulas Hep - 2 (62, 72).

En cuanto al tratamiento se ha observado que infantes con diarrea intratable pueden
responder a cotrimoxazol, sin embargo en algunos pacientes se pueden presentar recafdas
después de la utilizacién de este antibi6tico, por lo que se considera que una terapia an-
timicrobiana no parece ser representativa en el tratamiento de las infecciones causada por

EPEC. Lo mds recomendable es la rehidratacién ( 66 ).
3.3 E. coli enteroinvasiva. ( Tabla No.8)

En 1971 Duponty cols. ( 15) estudiaron cepas de E.coli con capacidad de penetrar,
colonizary multiplicarseen células de la mucosa delcolon. Estas cepas son serolégicamente
diferentes a EPECy ETEC y su caracterfstica de enteroinvasivaesta asociadaa lapresencia
de un pldsmido de aproximadamente 140 Mda que codifica para la produccidn de protefnas

de membrana externa involucradas en el proceso invasivo (41, 73 ).

La patogenesis de las cepas EIEC se caracteriza por la presencia de una enfermedad parecida
a la disenterfa debido a la invasién y destruccién de la mucosa del intestino grueso, esta
infeccién por lo general se presenta fiebre ligera o sindrome febril, calambres, dolor
abdominal, malestar y toxémia Las muestras de heces suclen presentar PMN, moco y sangre

con color sanguinolento-verdoso y consistencia viscosa (41, 55, 66, 72 )

La EIEC puede diagnosticarse por serotipificacién o rediante pruebas de ELISA que deter-
minan protefnas de membrana externa o por prucbas de biologia molécular utilizando sondas
marcadas preparadas con fracciones de DNA obtenidos a panir del pldsmide de 140 Mda ( 25,
41,73).
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TABLA No. 8

Caracteristicas principales de E.

coli enteroinvasiva.

EIEC

Caracter{sticas
generales

CLPas $0M $CTOIOGICAMCIY nTas a
ETEC y EPEC, son capaces de invadir célu-
1a5 de Ja mucosa del colon e inducen una -

enfermedad diarreica hemorragica.

Grupos sométicos

28ac, 112ac, 124, 136,143, 144,
152,164y 167

Patogénesis - Sindrome disaérico
Distribuci6n geografica Mundial

Grupos de edad afectados Todas las edades
Modo de transmisién Alimentos contaminados

Periodo de incubacién

2a3dias

Invasién y multiplicaciém en cflulas

Mecanismo de patogenicidad cpitcliales
- Dolor abdominal severo,
Cuadro clfnico - Evacuscionses frecuentes con moco
y sangre.
- Fiebre
Frecuencia - 10-20%
- Prucbade Screny
Diagndstico de laboratorio - Prucba de invasividad en cullivo
celular Hela,

+ Deteccién de DNA
- Pérfil de plismidos

- Ensayos de inmunoabsorcién,

Tratamiento

+ Rehidratacién oral.
- Cuidados intensivos.
- Rarn vez s¢ indican anlibifticos

Tomadade: (10,23, 34,41,66)

-22 -



A nivel de investigacion se utiliza la prueba de Sereny en donde se observé la produccién de
queratoconjuntivitis en conejos o cerdos y por pruebas en cultivo celular utilizando lineas
HeLaoHep -2 para observarel efecto invasivo caracterfstico de estas cepas en ¢l modelos de

-
pruebas biolégicas experimentales (41, 42, 54,74 ).

Dado que la EIEC no causa perforacién del intestino y que la enfermedad es moderada, los
antibiSticos raramente se indican, solamente en casos graves se recomienda el uso de

Trimetropin - Sulfametoxazol (41 ).
3.4 E. coli enterotoxigenica. (Tabla No. 9)

Las cepas enterotoxfgenicas de E. coli  son las cavsantes en mayor proporcion de diarrea
del viajero y gastroenteritis en paises en desarrollo, Su virulencia se debe a la capacidad de
producir enterotoxinas y organelos que se adhieren a superficies especificas el epitelio
intestinal (41,42,66,72).Se conocen dos clases de enterotoxinas : Las toxinas termolabiles
LT-1 y LT-Il que son inactivas a 60°C por 30 minutos y las toxinas termoestables: STay
STb son resistente a 100°C por 15 minutos ( 41, 42,72).

LaLT-Tesunaprotefna conun pesomolécular de 86,500; se localiza en el espacio peripldsmico
y solamente una pequefia cantidad se liberaal medio de cultivo. Estructuralmente esti dividida
en fragmentos: A1, A2 y 5 fragmentos B unidos por enlaces no covalentes y tiene una gran
semejanza anivel de estructural, antigénicidad y actividad a la toxina elaborada porV.
cholerae (CT)(34,72). Dallasy Faikow, compararon las secuenciasde aminodcidos entre

CT y LTy encontraron un 78% de homologfa. (1)

Los fragmentos Ay B son sintetizados a partir de péptidos de 18 y 21 aminodcidos
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respectivamente . Clemens y Finkelstein , reportaron que la subunidad A se activa mediante
un tratamiento proteolftico y que la subunidad B es 1a responsable de unir la toxina a la célula
epitelial blanco a través de su unién con el gangliésido GM 1 que actua como receptor celular.
El fragmento A1 tiene actividad t6xica estimulando el sisterna adenilato ciclasa y se provoca

una hipersecresién prolongada ( 1, 23,72)

LT-I tiene actividad biol6gica similar a CT oLT- I, perono es neutralizada con los anticuerpos
contradichas toxinas. Generalmente este tipo de toxinas se aisla con mayor frecuenciade cepas

obtenidas de cerdos ( 23, 72).

Las toxinas termoestables son codificadas a nivel de pldsmidos (72) y estan formadas de un
péptido de 2KDa, no son antigénicas y se conocen al menos 2 tipos de ST (STay STb ).

STa tiene asociacién con la induccién de diarrea activando el sistema guanilato ciclasaen la
fraccién membranal siendo tejido especifica de la mucosa y estimula la secrecién de GMP
ciclico, es soluble en metanol y no pierde actividad con fenol, cloroformo, acetona, lipasa y
tripsina. Es inactiva en ratén lactante, pero no en asa ligada de yeyuno porcino.STb tiene un

papel incierto ( 1, 23, 28, 64 ).

La alteracién més comiin asociada a ETEC se denomina diarrea del viajero, la cual es un
sfndrome y no una enfermedad que puede tener un origen infeccioso. La diarrea del viajero es
un problema de Salud Piblica que se presenta entre los turistas provenientes de zonas
templadas que viajan a regiones endémicas de clfmas cdlidos . Se sabe que aproximadamente
300 millones de turistas viajan porel mundo cadaafioy se estimaque 1 decada 3 tienen alto
riesgo de padecer diarrea durante su viaje; esto depende de las caracterfsticas del viajero, del
lugar, de las actividades que desarrolle pero sobre todo del consumo de alimentos y bebidas
contaminadas con algin agente infeccioso. La diarrea del viajero puede tenerun origen no

infeccioso y esto se debe a alteraciones en los habitos intestinales debido a cambios de horario
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en la alimentacién exceso en la ingestién de bebidas alcohélicas y a factores psicolégicos o

emocionales ( 7, 26 ).

La diarrea del viajero tiene una multiplicidad de nombres que se le atribuyen de acuerdoa la
regién , entre los que destacan: "Venganza de Moctezuma®, "Galope griego”, "Brote turco"y

"Carreras romanas"” esto indica la extensién del problema ( 2 ).

Este sfndrome se caracteriza por la presencia de diarrea acuosa con sangre, dolor abdominal,

vémitoy ocasi

sellegaapr fiebre. Se transmite a través delconsumode agua,
ensaladas, vegetales crudosy frutas o por el contacio entre personas con malos hébitos de

higiene (7, 40, 41, 66,72).

En unestudio realizado en México se reporté que los alimentos son el principal vehfculo de
transmisién sobre todo si son consumidos en ‘puestos ambulantes en donde la calidad
higiénicade los alimentos y agua, asf como los servicios de sancamiento ambiental en lugares
turfsticos son el motivo principal de contraer la diarrea infecciosa del viajero (7 ).

En cuanto al periodo de incubacién se reporta que la diarrea aparece en formardpiday no se
detecta un tiempo de incubacién, lo anterior depende del estado nutricional del individuo.
Laduracién media de una infeccién causada por ETEC es aproximadamente de 5 dfas, aunque
esto depende del drea geogréfica donde se presente el brote. En dreas donde ¢l viajero enferma
s¢ estima una frecuencia del 35-40% y aproximadamente un 15% con respecto a los turistas

que enferman al llegar a su hogar (7).

En México se han hecho diferentes estudios que indican que del 30 - 80% de los wristas que
viajan a nuestro pafs desarrollan cuadros diarreicos, los cuales raramente llegan a ser graves,
pero son  incapacitantes y ocasionan molestias, cambios de itincrario y gastos de

medicamentos.

- 25 -



TABLA No.9

Caracteristicas principales de E. coli enterotoxigénica

BTEC

Caracterfsticas
gencrales

Produce dos tipos de toxinas: LTy /oST, la
primers activa ¢l sistema adeniluo ciclass

pe co wna hip gads, 1a
segunds activa cl sistezma gumilato ciclasa.

Grupos sométicos asociados

6,8,15,20,2527,63,78,114,128,148,153,159,167

Patogénesis

- Gastroenteritis
= Diasrea del viajero

Distribucién gecogréfica

Paiscs en desarrolloy ércas rropicales,

Grupos de edad afectados

Nifios de todas Iz edades y turistas sdultos.

Modo de transmisién

- Aguay alimentos contaminados,
- Persons - Persona.

Periodo de incubacién

La diarrea sparcce an forma repentins

Mecanismo de patogenicidad

Enterotoxinas LTy /o ST

Cuadro clinico

- Dolor abdominal.
- Vémito
- Ficbre

Frecuencia

35 & 40%

Diagnéstico de laboratorio

- Serologfa somética y flagelar

= Asaligada de concio

- ELISA

- Aglutinacién en panfculas litex,
- Cullivo celular,

- Hidridizacion de DNA,

Tratamiento

- Rehidratacién oral.
= Tetraciclina.

«  Onaluwo de bismuto.
- Cotrimoxazo}

Tomada de: (7,23, 34,41,66 )
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Para la determinaci6n de ETEC se utilizan ensayos in vitro e in vivo; de estos iltimos, los
modelos animales més utilizados son los de asa ligada de conejo y cerdo.Se utilizan también
pruebas inmunol6gicas como ELISA , aglutinacién en particulas l4tex, coaglutinacién y
radioinmunoensayo. Entre otros métodos de identificacién se dispone del uso de pruebas
basadas en ¢l efecto citoténico de LT en diferentes lineas celulares coma: Vero, CHO 0 Y1

adrenales ( 23, 66,72).
3.5 E. coli enteroadherente.

Un grupo ain no bien definido es €l EAEC. Se ha observado que algunas cepas de E. coli
pueden presentar fenotipos diferentes de adherencia. El primero es el de adherencia
localizada;este fenotipo se caracteriza por la formacién de grupos compactos de bacterias, que
se agrupan sobre la superficie celular. Un segund'o patrén de adherencia denominada difusa
verdadera se caracteriza por la adherencia uniforme de microorganismos nicos sobre las
celulasde cultivo y ultimo patrén involucra autoaglutinacién de celulas bacterianas, observan-

dose agregados como ladrillos apilados ( 10, 21).

Mathewson y cols encontraron que existfa mayor frecuencia de aislamiento de cepas

E. coli que presentan un patrén de adherencia localizada o difusa en celulas Hep-2 en
individuos con diarrea que en personas no enfermas, al serotipificar estas cepas observaron que
no pertenecfan a los serogrupos ya establecidos o raramente fueron EPEC ( 21 ). Por el
contrario Cravioto y cols ( 10 ) trabajando en México, obtuvieron diferentes datos .Ellos
observaron adherencia a celulas Hep-2 en la mayorfa de las cepas EPEC; esto condujé a la
demostracién de una adhesina especifica a Hep-2, denominada EAF, estos hallazgos se

correlacionan con la capacidad de ciertos EPEC para causar diarrea en ¢l hombre ( 68 ).
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Los grupos serolégicos asociados son indefinidos hasta el momento y por estudios
epidemiolégicos se ha llegado aestablecer que existe una frecuencia elevada de aisla-
mientos de E.coli enteroadherente en nifiosque viven en paises envias de desarroloo turistas

que viajan a estos (21 ).

La presencia de necrosis hemorrdgica en asas intestinales de conejo y rata son algunas de las
lesiones histopatolégicas caracterfsticas que las diferencia de las cepas EHEC, EPEC, EIEC

y ETEC. Actual se estdn realizando investigaciones en cultivo celular y estudios de

biologfa molécular empleando sondas

y especfficas de DNA y prucbas de inmu-
noandlisis, con la finalidad de facilitar ¢l estudio epidemjolégico y caracterizar clinicamente

en el laboratorio las infecciones diarreogénicas causadas por esta clase de E. coli. (21,81).
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4. Mecanismos de patogenicidad de E. coli productora de citotoxinas.

4.1 Modo de acci6n
Una infeccién gastrointestinal por E. coli productora de citotoxinas se presenta cuando la
bacteria resiste las defensas naturales como; acidez géstrica, capa de moco, peristaltismo,

microflora intestinal y la respuesta inmunolégica del intestino ( produccién deIgA )(1,69).

Para que se lleve a cabo el proceso de patogenicidad la bacteria se adhiere a la célula blanco,
la coloniza y se muliplica (1,69 ). Un modelo de colonizacién en animales infectados
natural o experimentalmente por E. coli productora de verotoxinas, sugicre que el fenémeno
de "attaching and effacing” estd relacionado con cepas productoras de citotoxinas, fenémeno

porel cual se presentan lesiones a lo largo de 1a mucosa intestinal ( 19 )

Algunos investigadores sugieren que el efecto paiGgeno de las cepas EHEC se da por la
accién de uno o varios factores de virulencia como: produccién de citotoxinas VT-1y VT-2
poder de adherencia y fenémeno de " attaching and effacing ' . Estos factores alteran el fun-
cionamiento normal de absorci6n de agua y electrolitos y como consecuencia sc presenta un

proceso diarrefco (19 ).

Tzipori y cols.en 1987 determinaron que la produccién de VT o lapresencia de un
pldsmido de 60 MDa , no es requerida para causar diarrea. Ellos observaron que la presencia
de diarrea se correlaciona con lesiones " attaching and effacing”  que ocurren indepen-

dientemente de la asociacién con pldsmido 6 citotoxinas (77).

Cada subunidad de las citotoxinas VT-1y VT-2 juegaun papel esencial en la sensibili-
zaci6n e intoxicacién de las células del huésped. La subunidad Bes laresponsable de unir
latoxina con el receptor celular Gb, . Este receptor es de naturaleza glicoproteica y puede

ser destrufdo por proteinasas, fosfolipasas y lisozima La subunidad A, activada por un
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proceso proteolftico es la responsable de la inhibicién de la sfutesis de protefnas por una

inactivacién catalitica en la célula blanco (6, 34 ).

2e

Uni6n con el receptor e inter

Keusch, Jacewicz y Donahue-Rolfe en 1991 demostraron la unién especifica de las
citotoxinas a la membrana de higado de rata y células Hela, este modelo explica el
mecanismo de entrada de las citotoxinas SLT-Iy toxina Shiga alas células blanco vfa
receptor (37 ), clcual seencuentra en los enterocitos y también se localiza abundantemente
en células de la corteza del rifion, por lo que Padhyfy cols (1992) sugieren que la
identificacién de Gb, como receptor funcional de VT-1y VT-2, es consecuente con ¢l papel

etiolégico de las cepas productoras de citotoxinas ( 6, 54, 72).

Inhibici6n de la sintesis de protefnas

En la inhibicién de 1a sintesis de protefnas se bloquea la elongacién de la cadenadel péptido
a nivel del ribosoma 60s y sc inhibe la unién del aminoacil RNAt con los ribosomas
dependientes del factor 1 del alargami de la biosfatesis de 1a cadena de DNA,, por lo tanto

se considera que la subunidad A esuna enzima que cataliza ¢l rompimiento del enlace
N-glicosfdico en la base adenina 4324 del RNAr 28s de la subunidad ribosomal 60s y esta
actividad es la que produce la inhibici6n irreversible de la sfntesis de protefnas y la muente
celular (1, 17, 36, 50).

Chamey cols (1976) sugieren que las citotoxinas estimulan directamente la actividad
de la adenilato ciclasa y se incrementan los niveles de AMPc provocando acumulacién de
fluido en el 1Gmen intestinal. Gemmell en 1984  corroboré 1o anterior al trabajar en
modelos animalesy observé que las citotoxinas provocan hemorragias en la mucosa
intestinal debido a 1la actividad citotéxica y como efecto sccundario activan el sistema
adenilato ciclasa (23).
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FIGURA No. 1

Modelo de entrada dela citotoxina SLT- I e inhibicién
dela sintesis de proteinas.
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4.2 Modelos animales
Existen diversos modelos animales que sc han desarrollado para estudiar el mecanismo de

patogenicidad del serotipo 0:157H:7 y otros productores de altos niveles de citotoxinas.

Al parecer ¢l uso de rat6n lactante, cerdos y terneras genotobibticas son los modelos
apropiados para el estudio de 1la colonizacién e induccién de diarrea. El  mecanismo de
colonizacién de E. coli Q:157:H7 en cerdos genotobiticos se¢  asemeja al modelo de la
EPEC. Algunas investigaciones han reportado la presencia de un pldsmido de 60 - 70 MDa
encepasde E.coli O:157H:7 y' otras productoras de citotoxinas; a este se le ha asociado la

expresién de un antigeno fimbrial relacionado con el procéso de colonizacién ( 50, 54 ).

Pai y cols. en 1986 observaron que conejos inoculados intragastricamente con una dosis 10
de E. coli O:157H:7, desarrollaban diarrea y presentaban dafio en el epitclio de la mucosa
del colon medio y distal; estas lesiones se caracterizaron por la muerte celular en la superficie
delepitelio, el incremento de 1a actividad mitética en las criptas, la disminucién de la mucina

y lainfiltracién de neutréfilos en la ldmina propia y en el epitelio ( 50, 54 ).

Farmer y cols. inoculando una dosis conocida de E. coli O:157H:7, por via nasofaringea a
cerdos, mono rhesus y ratén; observaron que en todos los animales trabajados se presentaban

procesos diarreicos con sangre ( 50, 54 ).

El dafio histopatolégico que causan las cepas productoras de citotoxinas a nivel de vasos
pequefios se ha estudiado modelos animales y los resultados obienidos se han comparado
con ¢l dafio en endotelio vascular que presentan las personas que han muerto por SUH
(50,54).
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Beery disefio algunos estudios en animales para evaluar el papel de las citotoxinas en el
desarmrollode SUHy CH y observé que lainoculaci6n intraperiotneal o intravenosa en
ratones produce lesiones enelcolon y en el rifién, distrofia vascular, acumulacién de

sangre en ¢l lumeny pared del colon (50, 54 ).
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43 Modeios moléculares

Como consecuencia de la aparicién de cepas E. coli productoras de una toxina termoldbil
diferenteala LT dela E. coli enterotoxigénica, algunos investigadores disefiaron modelos
animales y posteriormente moleculares con el fin de aclarar las interrogantes que surgieron
en torno a la virulencia, patogenicidad, epideomiologfa y mecanismo de accién de las cepas E.

coli productoras de citotoxinas.

Entre modelos moléculares que han surgido para aclarar estas interrogantes, destacan los

siguientes:

Scotland y cols en 1980 realizaron estudios genéticos de la-produccién de VT 'y observaron
que esta caracterfstica esta codificada a nivel de fagos. En experimentos posteriores demos-
traron que el fago contiene DNA con un peso molécular de 30 x 10° (50, 63 ). De acuerdo a
estos antecedentes Willshaw y cols. en 1985 realizaron clonacién de genes con el fago
H:19 delacepa O:26 H:11 para obteneruna cepa pro;iuctom de citotoxinas y mediamte estos
estudios identificaron un fragmentode 2.5 Kby observaron que existen diferentes genes

que codifican para la producci6n de las citotoxinas ( 82 )

Newland y cols en 1988 clonaron genes para la produccién de SLT-Il de E. coli ¢
identificaron una regién con fragmentos de 4.9 Kb del fago 933W, asociada a la produccién
de SLT-II ( 48, 49)

En experimentos adicionales se demostréd que la organizacién genética para SLT-I es
semejantc a la  SLT-II; observandose que fragmentos de DNA de SLT-II son hom6logos
en un 50 - 60% con genes estructurales del DNA de SLT-1 (50 ).

Whittam y  cols. en 1988 mediante una deteccin electroforética de variacién alélica
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caracterizaron genotipos cromosomales de bacterias aisladas de pacientes con SUB o CH
. Los resultados obtenidos fueron utilizados para el andlisis clonal de 1a relacién de O:157H:7
y otros serotipos productores de verotoxina aislados de personas con SUH o CH. Al realizar
la comparacién genética se observé que la clona de O:157H:7 ¢s unica, distante y que estd
relacionada con otros pat6genos productores de citotoxinas . De acuerdo a el andlisis de los
genotipos de E. coli 0:157H:7 se concluy6 que este organismg es de reciente descendencia
de unacélulaancestral, Este descubrimiento supone la hipéiesis de que el aislamientode E. coli

O:157TH:7 pertenece a una sola clona (80 ).

Brown y cols.en 1989 realizaron pruebas de hibridacién con E. coli productoras de

SLT-I,SLT- Iy SLT-Ilv y oligonucle6tidos sint€ticos elaborados a partir de secuencias de
nuclestidos que codifican para la subunidad Ay B de SLT-1y SLT-II. Este estudio se realizé
conla finalidad de idemtificarcepas E. coli productorasde diferentes tiposde SLT. Las pruebas
de hibridacién se realizaron a 45°C y 53°Cy se concluyé que la prucba de hibridaci6n con
oligonucle6tidos a 53°C puede diferenciar aislamientos entre SLT-II y SLT-Ilv, también
observaron que existen diferentes nucledtidos entre Ia entre la posicién 1013 a la 1032 de

la secuencia que codifican para la subunidad A de SLT-1 y SLT-II(5,33)

Un estudio completo de evidencias genéticas para fines de fagotipificacién fué publicado
en 1987 por O'Brien ; este estudio ha sido la base de muchas investigaciones en cuanto a
modelos genéticos se refiere ( 50) . Los fagos originalmente designados HI9 A y HI19J se
relacionan con ¢l fago 933J de la cepa 933 en términos de morfologfa , cadena polipeptidica,
fragmentos de DNA de restriccién e inumunidad especffica, siendodiferente ¢l fagoH19B en

cuanto a esta ultima caracteristica. ( 56 ).
Toth y cols. en 1991 realizaron pruebas de ELISA para determinar los productos del

plismidode 60 MDa de E. coli_serotipo O:157H:7. Eneste estudio se identificaron 2 protefnas
‘de 82 y92 KDa presentes en cepas de E. coli ‘con pldsmidos de 60 - MDa. La prueba de
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FIGURA No. 2

Organizaci6n y expresi6n del operon de SLT -1
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Ay B, y proporciona una evidencia en la ori i6n de la transcripcién (50).
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ELISA también determiné protefnas similares en cepas de E. coli  productoras de SLTy
que pertenecen a  serotipos diferentes al 0:157H:7 (3).

Todos estos estudios han dado origen a la estandarizacién de ensayos genéticos como: ,
clonaciénde genes paralaproducciénde SLT, prucbadelamanchao" colony blot", deteccién
de anticuerpos monoclonalesy PCR, para la identificaci6n e investigaci6n de cepas EPECy
EHEC relacionadas con la produccién de citotoxinas ( 82, 83 ).
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VI JUSTIFICACION

La frecuencia de diarrea en México y la creciente evidencia de que las cepas de E. coli
productoras de citotoxinas se encuentran asociadas a cuadros diarreicos relacionados con
SUHy CH, son el motivo de un estudio en muestras fecales obtenidas de casos de diarrea
cn infantes, de viajeros y de muestras de alimentos, con la finalidad de verificar si estdn

involucradas cepas de E. coli productoras de citotoxinas .

El presente trabajo puede contribuira ubicara las cepasde E. coli productoras de citotoxinas
entre los agentes etiolgicos causantes de cuadros diarreicos en la poblacién mexicana
asociados al consumo de alimentos, aspecto hasta el momento no reportado en México y
auxiliaren el tratamiento efectivo, al ensayar métodos de diagndstico rdpidos que ayuden
a prevenir complicaciones como SUHy CH y descartar agentes etiol6gicos no bacterianos

asociados con estos sfndromes.

.38 .



VII. OBJETIVO GENERAL

Aislary caracterizar cepas de E.coli obtenidasa partir de came molida
cruda, hamburguesas y muestras de heces provenientes de un brote de diarrea
del viajero con la finalidad de verificar su comportamiento bioquimico, grupo
serolégico y produccién de citotoxinas en un sistema de cultivo celular Vero
y comparar éstas expresiones fenotipicas con las obtenidas en 50 cepas de
E. coli seleccionadas del cepario de la Escuela Nacional de Ciencias
Biolé6gicas del Instituto Politécnico Nacional.



VIIl. OBIRTIVOS PARTICULARES

Estimar ¢l contenido de coliformes en muestras de carne molida cruda y

hamburguesas utilizando el métode de niimero més probable.

Aislar e identificar cepas de E.coli a partir de came molida cruda,
hamburguesas y muestras de heces provenientes de un brote de diarrea del
viajero, uiilizando pruebas bioqufmicas en tubo y por el sistema API-20

para enterobacterias.

Caracterizar cepas EHEC mediante pruebas de sorbitol en tubo, placa y

microplaca.

Determinar el antfgeno somético mediante pruebas serolégicas en tbo.

Realizar pruebas de citotoxicidad en cultivo celular a cepas E. coli

reportadas como sorbitol negativo.



IX. MATERIAL, MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

EQUIPO

Estufa a 37°C
Microscopio invertido
Homo

Autoclave
Centrifuga clfnica
Microcentrifuga
Balanza granataria
Balanza analftica
Liofilizadora
Soplete

Jarra de anaerobiosis
Micropipetas

MATERIAL DE VIDRIO
El usual en un laboratorio de Bacteriologfa médica.
MATERIAL DE PLASTICO

Microplacas de 96 pozos
Puntas estériles.

MEDIOS DF,. CULTIVO

Gelosa MacConkey

Gelosa MacConkey - sorbitol
GE

BAB

SS

TCBS

AST

Caldo tetrationato

Caldo lactosado

Caldo verde brillante bilis al 2%
CST

Medio M-199 ( Con sales Earle ) sin bicarbonato con L- Glutamina.
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PRUEBAS BIOQUIMICAS DIFERENCIALES

TSI

LIA

MIO

CIT

RM- VP

UREA

SOR-T

SOR-MP

Sistema API - 20 para enterobacterias.

SOLUCIONES

SSFal 0.85% estéril
Formnalina
Regulador de fosfatos ( PBS )
" Tripsina 0.05%
Bicarbonato de sodio 4.4%
Verseno (EDTA + PBS ) 0.05%
Penicilina y estreptomicina ( PES ), a una concentracion final de
1000, 000 Ul / mi y 100 mcgs / ml respectivamente.
Suero fetal bovino al 10%”
Suero glucosado
Lincomicina ( 100 ug / ml )
Polimixina B ( 10,000 UI/ml )
Colorante de Giemsa

REACTIVGS

Metanol

N, N, N, N' - tetrametil parafenilendiamina. -
H O 30%

a. - Naftol 10%

KOH 40%

Cloruro férrico 0%

Diclorhidrato de p-aminodifenilbenzaldehido
Rojo de metilo

o — Naftil amina



X. MUESTRAS MATERIAL BIOLOGICO Y CEPAS
DE REFERENCIA

MUESTRAS:

50 Cepas E. coli seleccionadas del cepario de 1a ENCB-IPN .
23 hisopos rectales proveni de Campeche { brote de diarrea
del viajero)

10 muestras carne molida cruda recolectadas en el Rastro de
Atzcapozalco.

10 muestras de hamburguesas obtenidas en diferentes puestos
ambulantes y comercios establecidos.

LINEA CELULAR
Células de rifion de mono verde africano. ( Vero )
CONTROLES

E.coli 9331 (VT-1 positiva)

E. coli 933W (VT-2 positiva)
E.coli VT-1y VT-2 negativa

E.coli H10407 (LT positiva)

E, coli H:30 ( VT-1y VT-2 positiva)
E.coli O:1STH:7

ANTISUEROS SOMATICOS :

0:6
0:8
0: 15
0:20
0: 25
0:26
0: 27
0: 63
0:78
0: 111
0: 126
O: 148
O: 157
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Xi. METODOLOGIA

11.1 Estimacién de coliformes en muestras de alimentos por el método de NMP
Prueba Presuntiva y Confirmatoria.

Con base en las normas de control sanitario de los Estados Unidos de Norteamérica
se realizé unensayo de estimacién del contenido de colifonm:'s prueba presuntiva y confir-
matoria en 10 muestras de camme molida cruda obtenidas en diferentes puestos del rastro de
Atzcapozalco y en 10 muestras de  hamburguesas recolectadas en diversos expendios
piiblicos y restaurantes de comida rdpida ( 2).

La prucba presuntiva consistié en inocular 1 mide 3 diluciones diferentes (1:10,1:100 y
1:1000 ) de la muestra , en una serie de 9 tubos de caldo lactosado con tubos Durham
invertidos, los cuales sirvieron como dispositivoindicador de lapresenciadel gas que se formé
como producto de la utilizacién del carbohidrato. Los tubos se incubaron a 37°C de 18-24h
y después de laincubacién a todos los tubos con evidencia de gas, se les realizé la prueba
confirmatoriautilizando 10ml decaldo verdebrillante bilis al 2% con tubos Durhaminvertidos
En la prueba confirmatoria los tubos se incubaron de 18 - 24 h y se dio como positivos los que
presentaron gas ( Diagrama No. 1). De acuerdo al nimero de tubos y dilucién, los resultados
se buscaron en tablas de MacCray ( Apéndice B.5) y los resultados se reportaron en
UFC/ g de muestra de alimentos.

112 Aislamiento de E. coli y otros enteropatégenos

11.2.1 de alimentos

En el monitoreo de alimentos se trabajaron 10 muestras CM y 10 muestras de H . Para
procesar las muestras se siguid larutina de trabajo ilustrada en el Diagrama No. 2. Se pesaron
50 g decada muestra y se realizé una dilucién 1:10 en caldo lactosado. Si 1a muestra de
hamburguesa pesaba menos de 50 g, s¢ ajusté la cantidad de caldo para no cambiar las



DIAGRAMA No. 1

Estimaci6n del contenido de coliformes en muestras de
alimentos por el método de NMP.

I 50 g de came molida cruda_l 50 g de hamburguesa
l——, 450 ml de caldo lactosado
Diluciones
1:10 1:100 1:1000

1 1]
I

08 111

Nota: Laprucba confirmatosia sc realizé, utilizando verde brillante bilis al 2%,
inoculando 2 asadasa partir de los tubos con caldo lactosa en los cuales se
observé presencia de gas ( Prucba presuntiva )



condiciones de trabajo.Las muestras se homogenizaron en licuadora y se sembré 0.1 ml de
cada una en agar MacConkey

Las suspensiones y las placas se incubaron a 37°C de 18 - 24 h. Después del periodo de
incubacién nuevamente se tomo 0.1 ml de la muestra y se sembré en agar MacConkey.

Por cada muestra se recuperaron 8 colonias lactosa positiva y 2 lactosa negativa con
morfologfa colonial diferente. Cada cepa se purific6y se sembré en tubosde BAB 0 GE para

conservarlas ( Apéndice B.1)

11,2.2 de heces de un brote de diarrea del viajero

En el Diagrama No.3 se presenta larutinade trabajo dtilizada en el estudio de 23 muestras
diarreicas provenientes del estado de Campeche . Las muestras se sembraron en: agar
MacConkey , TCBS y caldo tetrationato. Las placas con agar sc sembraron  por estrfa
cruzada con dilucién y el caldo tetrationato se inocul6 colocando el hisopo dentrode el
tuboy la incubacién se realiz6 a 37°Cde 36- 48 h, después del periodo de incubacion a
partir del caldo tetrationato  se resembré en agar verde brillante y sulfito de bismuto.

Las placas serevisaron y se picaron 5 colonias lactosa positiva y 2 negativa, las cepas se

purificaron y s¢ conservaron en tubos de BAB o GE ( Apéndice B.1).

11.3 Identificacién de E. coli y otros enteropatégenos.

11.3.1 por pruebas diferenciales en tubo

Se trabajaron 50 cepas de E. coli provenientes de un estudio de nifios con y sin diarrea
hospitalizados en Pediatrfa del Centro Médico Nacional del IMSS. Las cepas fueron propor-
cionadas por ¢l Laboratorio de Bacteriologfa Médica de 1a Seccién de Graduados de la ENCB-
IPN.Las cepas sc purificaron en agar MacConkey y el procedimiento de laboratorio para
la identificacién se llevé a cabo de acuerdo al Diagrama No. 4 , utilizando el sistema
convencial de bioquimicas en tubo : TSI, LIA, CIT, RM, VP, URE y MIO



DIAGRAMA No. 2

Aislamiento de E.coli y otros enteropatégenos a partir de alimentos:
carne molida cruday h

ALIMENTOS

Hamburguesas Came molida cruda

50 g de muestra + 450 ml
de caldo lactosa

37°C18-24 h,

NMP Méiodo directo Método indirecto

Sembrar en MacConkey
Verde brillante
Sulfito de bismuto

37°C18-24 h, I

Picar 4 colonias lactosa ( +) y 2 lactosa (-)

Conservaci6n a corto plazo

[ Sembrar en wbos con BAB o Gelosa especial—l
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DIAGRAMA No.3

Aislamiento de E. coli y otros enteropatégenos a partir de
heces provenientes de un brote de diarrea del viajero ( Campeche )

Hisopo rectal

Medio de transporte ( Cary - blair )

Diagnéstico de Y. cholerae Sembrar en Agar Diagnéstico de Sal 1)
Mac Conkey y Shigella
Depositar los hisopos en tubos con APA
Caldo tetrationato
37°C 6-8h 37:C24h.
37C24h,
Sembrar en TCBS Agar verde Agar sulfito
brillante de bismuto
Picar colonias sospechosas 37°C 24h.
picar5 colonias lac(+)
¥y 5 coloniaslac (-}
Picar colonias sospechosas
Purificar las cepas
sospechosas

Conservacign a corto plazo

l Sembrar en tubos de BAB o GE ]
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DIAGRAMA No. 4

Pruebas bioquimicas en tubo para la confirmacion de cepas de E. coli

Cepas E. coli de Nifos con y sin diamrea.

Verificar pureza, sembrando
catalasa —————t cn BAB por estrfa cruzada fe———— oxidasa
con diluci6n

37°C18-24h

[ Picar una colonia caracterfstica ]

Pruebas Bioquimicas

10 0001

MIO
Identificacién Comprobacién bioquimica.
presuntiva
CONSERVACION
Corto plazo largo plazo
Resiembra en GE Liofilizacién



11.3.2 pc -~ microsistema API-20 para enterobacterias

Se trabajaron 280 cepas bacterianas para ser identificadas por el sistema API-20 para
enterobacterias, 250 provenfan de alimentos y 30 de un brote de diarrea del viajero.
Siguiendo 1a rutina descrita el ¢l Diagrama No. 5, s¢ prepararon suspensiones bacteriana
utilizando 5 ml de SSF estéril.

Los microtubos de la tira reactiva se llenaron  hasta la mitad del tubo y  solamente para las
prucbas de CIT,VP y GEL la suspensién se llevé hasta 1a cipula . Para las pruebas de
descarboxilacién de amino4cidos, URE y produccién de 4cido sulfhfdrico se llend la cipula

con vaselina estéril.

Elsistema API-20 se incuba a 37°Cde 18 2 24 h, después del tiempo de incubaci6n, se revisa
latira sila glucosa y otras 3 pruebas m4s daban positivas sin que se les haya agregado reactivo,
se considera que la tira puede leerse y se adicionan los reactivos, se leen los resultados y se
interpreta el cédigo obtenido utilizando el Manual API-20.En el casodeque la glucosa
yotras 3 pruebas permanezcan negativas latira es reincubada otras 24 h a 37°Cy se¢ anaxan
las siguientes prucbas: O-F, nitratos, motilidad y creciemiento en MacConkey.

11.4  Pruebas de fermentacién de sorbitol en tubo, placa y microplacs.

March y colsen 1986y Kammaliy cols (1989) utilizaron agar MacConkey con sorbitol
para ¢l aislamiento ¢ identificacién de E. coli 0:157H:7. De acuerdo a estos antecedentes y
con la finalidad de recuperar el serotipo O:157H:7 y otros con esta caracterfstica s¢ muestrea-

ron 104 cepas E. coli .

La rutina de trabajo se llevé a cabo de acuerdo al Diagrama No. 6. El ensayo de
fermentaci6én de sorbitol se realizé por 3 métodos diferentes: tubo, placa y microplaca. En
los dos primeros sistemas se utilizé como indicador rojo de fenol y en el iltimo indicador



DIAGRAMA No. 5

Identificacion de cepas bacterianas por pruebas miniaturizadas
( Sistema API-20 para enterobacterias )

10 U7

-

Sembrar ca BAB,
por estria cruzada con diluciéa Incubara37°C 24 h
Realizar prucba de oxidasa
Microtubo
Cipula
Tubo

Ajustar con ¢l tubo 1 del Nefeldmewro de MacFarland

J09 (00000000

| {amm)
ECD
ECD
BCD
BCTDO
BC—D
D
:C D

Glucosa (-) e RESULTADOS Glucosa (+)
mis otras 3 pruebas
|
Reincubar 24 h a 370C Adicionar Reactivos

l Leer resultados e interpretar el cédigo | l

utilizando ¢! Manual API-20
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DIAGRAMA No. 6

Pruebas de fermentacién de sorbitol en tubo,placa y microplaca.

ALIMENTOS BROTES DIARREICOS
cM H A DV CE
L I 1 1 !

Verificar pureza, sembrando
en BA, por estrfa cruzada
con dilucién

Incubxr 237°C 1824 1

Elegir una colonia caracteristica
para realizar la prucba de fermentacién
de sorbitol por 3 métodos diferentes

‘Tubo Placa Microplaca

I Incubara37°C 18-24 b

Leer resultados

- 52—



de Andrade, La prucba de fermentacién de sorbitol seiane i o s ®

medio y el consecuente cambiode pHy vire del indicador.

115 Pruebas serolégicas.

Se realiz6 Ia caracterizacién serol6gica a 104 cepas de E. coli.. De acuerdo a el Diagrama
No. 7 las cepas se sembraron en agar MacConkey y después del periédo de incubaci6n se
cligié una colonia lisay sesembr6 en medio de BAB por estria cruzada con dilucién ; las
placas se incubaron de 18 - 24 h a 37°C y se seleccionaron por observacién directa en
microscopio esteroscopico 3 colonias con borde liso y delimitado y se sembraronen 10 mi
de CSTde 4-6h a37°C para posteriormente realizar un tratamiento con vapor fluente
{2 -31bsdepresidn, ! h ), con este tratamiento se eliminan la cépsula y los flagelos para dejar
intacta la pared célular. Después del tratamicnto  las rhuestras se refrigeraron toda la noche,

para favorecer la sedimentacién celular.

Cuando se observé formacién de malla en la parte inferior del tubo las cepas se descarta ron
por ser rugosas, Jamalla se forma por la agiutinacién de las paredes celulares bacterianas

rotas.

Para la tipificacion serolégica se emplearon 0.9 ml del sobrenadante de las cepas formadoras
debotén ( pared cetular intacta) y 0.1 mide una dilucién 1:1000 delos antisueros sométicos:
0:6,0:8, 0:15, 0:20, 0:25, 0:26,0:27,0: 63, 0:78,0: 111, 0:126,0:148y O: 157.

En laprueba se utilizaron los siguientes controles: Control de cada sueroy un control
negativo.

Los resultados se reportaron de acuerdo a la siguiente relacién:

Presencia de botn: Antisuero no correspondiente.,

Presencia de malla: Antisuero correspondiente.
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DIAGKAMA No.7

Serotipificacién de cepas E. coli

I Sembrar por estria cruzada en BAB l

Incubara 37°C, 24 h

IElegir 3 colonias lisas, ¢ inocular cada una en tubos con 10 ml de CST —l

Incubar 137°C, 24 h

Someter los tubos a vapor fluente
(2-3lbporlh)

I Sedimentar el crecimiento en cdmara fria I

Elegir los tubos en donde se observe botén
( colonias lisas )

1

L Mezclar 0.1 mi de suero + 0.9 mi de anu‘gerﬂ

r Agitar y colocar en bafio marfa a 50°C, 24 h ]

Tomar lectura ¢ interpretar los resultados




11.6 Pruebas de citotoxicidad en cultivo celular VERO.
Este tipo de pruebas se describieron inicialmente por Konowalchuck en 1977 al determinar
la actividad biol6gica en cultivo célular de toxinas termoldbiles diferentes a LT (38 ).La

secuencia del ensayo de citotoxicidad se ilustra en el Diagrama No. 8.

11.6.1 Preparaci6n del sobrenadante,

La obtencién de las toxinas se realiz6 utilizando CST de acuerdo a la metodologfa descrita
. por Chart y Scotlanden 1987 (8 ). Las 104 cepas de E, coli conservadas en GE se
resembraron en tubos con 5mlde CST y se incubaron a37°C por 4 h. De este cultivo
se tomé6 0.1 ml para inocular tubos con 2ml de CSTy 0.1 ml de Lincomicina (100 ug/m!)
y los tubos se incubaron a 37°C toda la noche.Con la finalidad de obtener toxinas libres
debacterias las muestras se centrifugaron a 2500 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante
obtenido se recentrifugoa 12,000rpm durante 10min (sobrenadante A ). El paquete celular
obtenido se lava con 2 ml de PBS estéril y se centrifuga a 2500 rpm durante 5 minutos.
Posteriormente el botén se resuspende en 0.4 ml de PBS estéril y se adiciona 0.2 ml de
sulfato de polimixina B 10,000 UI/ml (14 ). Los tubos se incubaron a37°C durante
10minutos y después se centrifugaron a 12000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante obtenido
fue empleado para determinar la presenciade toxinas LT y /o VT (sobrenadante B ), utilizando
linea celular VERO en microplacas de 96 pozos.Los sobrenadantes que no se utilizaron

inmediantamente para ¢l ensayo se conservaron en congelaci6n a - 70°C durante 3 semanas.

11.6.2 Preparaci6n de la microplaca de 96 pozos con celulas VERO.
Se utilizaron 6 microplacas de 96 pozos y una de 24 con aproximadamente 18 000 células por

pozo.
Las microplacas fueron preparadas de acuerdo a la siguiente metodologfa:

Aunabotellade 75 ml con cultivo celular confluente de células VERO se le retiro ¢l medio

decultivoporel lado contrarioa lamonocapay sele adiciond 2ml deunamezcla de tripsina-
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verseno al 0.25% para lavarla , se elimin y posteriormente se adicion6 1.2 mi del mismo
reactivo y sedejé actuar 2 minutosa 37°C. Las células desprendidas se suspendieron en
2mlde MEM con 10% de SFT y setom6 0.1 mi del cul tivo celular para hacer una cuenta
viable con 0.9 ml de azul de tripano, segiin lodescrito en el Apendice B.3.2

Ajustadala suspensién para obtener unaconcentracién de 100000 células por ml, se distribuy6
en la microplaca adicionando 0.180m! por pozoy se incub6 a 37°C por 24 h. Después este
periodo se observé 1a confluencia de la monocapa por cada pozo y s¢ utilizaron aquellos pozos

que tenfan entre 90 - 100% de confluencia.

11.6.3 Ensayo de citotoxicidad.
Enel ensayose utilizaron 4 microplacas, a lasque se les cambi6 el mediode cultivo por MEM
al 2% de SFT y se inocularon 0.010 mi del sobrenadante A 'y 0.010 ml del sobrenadante B
por pozo . El ensayo se relizé por duplicado y se incluyeron los siguientes testigos:
a) Testigo positivo para VT.- Sobrenadante de cultivo de las cepa 9331, 933W y H:30,
los sobrenadantes de acuerdo a la cepa fueron inoculados en pozos diferentes.
b) Testigo positivo para LT.- Sobrenadante de cultivo de 1a cepa H10407 .
c) Testigo Negativo.- Sobrenadante de cultivo de una cepa incapaz de producir LT o
VT,
d) Testigo del medio de crecimiento de la cepa bacteriana.- Pozo con cultivo de
células mds CST para descartar su toxicidad.
¢) Testigo del antibiStico.- Medio de CST més lincomicina
f) Testigo de las c€lulas.- Pozo con monocapa de celulas y medio de cultivo para

celulas .

Las microplacas se incubaron a 37°C..



11.6.4 Interpretacién

Las lecturas serealizaronalas3,6,24,48,72y 96 h. La observacién se hizo en microscopio
invertido con el objetivo de 10X. Los resultados positivos para LT y /o VT se reportaron de
acuerdo a las condiciones de las células inoculadas con los sobrenadantes de los testigos y al

siguiente criterio:
EFECTO OBSERVACION TIEMPO
Citoténico reversible células alargadas 6-24h
Citotdxico imreversible células redondeadas 24-96h,
“ lisis celular "

11.7 Prucba de la mancha con sonda LT no radioactiva marcada con digoxigenina.

A principios de la década de los afios 80 se comenzaron a usar técnicas de biologfa molecular
empleando sondas de DNA que determinan secuencias especificas enel material genético
y que ponen de manifiesto fragmentosde DNA que codifiquen para una propiedad en especial,
por cjemplo la subunidad A de la toxina LT. Los ensayos dz hibridacién se fundamentan
principalmente en lacaracterfsticade complementariedad queexiste entre lascadenas de DNA

de los 4cidos nuclefcos (25,73 ).

1.7.1 Preparaci6n de prueba de la mancha o prueba dela mancha .

Con la finalidad de verificar st existfa alguna huella genética relacionada con la toxfna LT

se estudiaron 104 cepasde E. coli por la técnica de la mancha utilizando sonda no radioactiva,
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DIAGRAMA No. 8

Pruebas de citotoxicidad en cultivo de celulas YERO

Cepas en agar especial

Verificar la pureza

Sembrar cada cepa en 5 ml de CST

Incuber a 37°C4 h

Depositar 0.1ml de cada cepa en 2 ml de CST
con lincotnicina a una concentracién final
de 100ug / ml

Eemrifugar a 2500 rpm en centrifuga ch’nicaJ

|
] I

Sobrenadante Paquete

Centrifugar a 12000 rpm Lavar con SSF estéril
Sobrenadante Centrifugar a 2500 rpm / 5 min

Resuspender en 0.4 mlde
PBS y adicionar 0.2 ml de
Polimixina B 10,000 Ul/ml

Adicionar 0.20 ml de cada l
sobrenadante a .180 mide Centrifugar a 12,000 mp
cultivo confluente de células |

VERO sobrenadante




Deacuedo al DiagramaNo.9 de trabajo las cepas se sembraron en agar Luria utilizandouna
cuadrfcula para organizar las colonias . Las placas sc incubaron de 4 - 6 h a 37°C. Después de
este periodo se colocaron sobre las placas filtros de nylonde 8 cmy se reincubaron a 37°C
toda la noche.

Las colonias adheridas a los filiros de nylon se lisaron con NaOH 0.5 M impregnado en
papel filtro sobre el que se colocaron por 15 minutos con las colonias hacia arriba. Siguiendo
lo descrito en ¢l diagrama No. 9, las membranas se saturaron con Tris LOMpH8 y
posteriormente con Tris 1.0 pH 8 / NaCL 1.5 M durante 10 minutos cada proceso con la
finalidad de neutralizar. Posteriormente los filtros se enjuagaron en una solucién de SSC2X
, se transfirieron a papel filtro y se secaron atemperatufa ambiente. Poriiltimo se colocaron

enun hornoa80°Cpor2h y se guardaron en cajas Petri desechables hasta la hibridacién

11.7.2 Hibridacién

Para realizar el proceso de hibridaci6n, los filtros se colocaron en bolsas de plastico , se
agregaron 10 ml de solucién pre-hibridante y se incubaron a 65°C por 1 hr en bafio de agua

con agitacién,

Aproximadamente 15 minutos antes del término del tiempo de pre-hibridacién, se preparé la
sonda en tubos de microcentrifuga diluyendo de 2 - 5 ul de sonda en 100 pi de agua,
dependiendo de su concentracién. Los tubos se colocaron 10 minutos en bafio de agua a
ebullicién y luego se pasaron a hielo, posteriormente se centrifugaron 12,000 rpm. Lasonda

se dejé en hielo hasta su utilizacién.

Los filtros se sacaron del baiio de agua, se removi6 1a solucién prehibridante y se agreg 2.5
ml de solucién hibridante y sonda. El proceso de hibridacion se llev6a cabo a 65°C en bafio



de agua con agitacién. Al dfa siguiente se prepard 1a solucién de lavado, Yos filtros se sacaron
de la bolsa de pldstico, se colocaron en cajas de vidrio y se agregé 100 ml de 1a solucién de
lavado enjuagando rdpidamente. Este proceso se repiti6 3 veces utilizando 200 mi de la misma
soluci6 y se lavé el filtro 65°C en basio de agua por agitacién por 15 minutos.

11.73 Revelado de la membrana

Los filtros se enjuagaron por un minuto con 40 mi de la solucién A. Retirada la solucién
anterior sc agreg6 40 mi de buffer A mds leche descremada al 5%, este proceso dur6 3hen
condiciones de agitacién. Posteriormente se agregé 10 ml de la solucién A miés leche
descremada al 5% y 3 ul de un conjugado de anticuerpos digoxigenina, se mezclaron los

componentes y se dejé el conjugado por 30 minutos.

Los filtros sc lavaron con 40ml de buffer A en condiciones de agitacién por 15 minutos,
esta operacidn se realizé 2 veces , después 10s filtros se removieron dejando escurrir el exceso

de soluci6n y se enjuagaron con 40 ml de buffer C por 2 minutos en condiciones de agitacion,

Los filiros se colocason en cajas Petri que contenfan 10 ml de buffer Cy se agregé 45 plde NBT
y 35 ulde BCIP, se agit6 bien, se sellaron las cajas y se guardaron en 1a oscuridad durante

unas horas o toda la noche. Al dfa siguiente se realizé la lectura comparando con los controles.



DIAGRAMA No. 9

Prueba dela mancha con sonda LT no radiactiva

ﬁemhmr las cepas cepas en agar lutia l

Colocar los filtros de nylon sobre las placas de agar
y reincubar a 37°C toda la noche

1

Lisar las colonias utilizando filtros saturados
con NaOH 0.5M y neutralizar el proceso con filtros saturados con
Tris LOMpHy Tris LOM pH 8 NaClL5M.

l Enjuagar con S§C 2X I
§

r Transferir las colonias a membranas de papel filtro I

[ Guardar hasta hibridar |

Hibridaci6n

Colocar los filtros en bolsas de pidstico y agregar 10 mi
de solucién pre-hibridante

|
Preparar la sonda

Sacar los filtros del bafio de agua, retirar la solucién pre-hibridante
y agregar 2.5 ml de solucién hibridante

Agregar 100 ml de solucién de lavado

Revelar utilizando NBT
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X RESULTADOS

De acuerdo con los objeti pl dos scestimd el contenido de coliformes en 10
muestras de came molida cruda recolectadas en el Rastro de Atzcapozaleo y en 10

de hamburguesas provenientes de puestos piblicos y de establecimientos de comida répida.
En la Tabla No. 10 se pr los resultados dela estimacién def contenidode coliformes
cn CMy H y s¢ observaque hubo un promedio de mds de'1,100 UFC por gramo de carne
molida y 230 UFC por gramo de hamburguesa, esto indica que todas las muestras

monitoreadas esiaban o« inadas por coliformes. En {2 Tabla No. 11 se presenta el
contenido de coliformes por muestrade CMy H conrespecto a su origeny presencia de
£. coli ; de acuerdo a los resultados se aprecia que en todas las muestras de CM se
obtuvieron cultivos positivos para E. coli con més de 11 X 10* UFC de coliformes por
muestra total; con respecto a las muestras de H solam;:mc en 3 (30%) se aislaron cepas de

E.coli conun promedio de 1.3 x 104 UFC de coliformes por muestra total, de estos
aislamientos 2 correspondicron a muestras provenicntes de expendios publicos de hambur-

guesas { H-1y H-7)y uno de una loncheria: H-2,

En laTabla No. 12 y en Ia Grifica No. 1 se muestra la relacién porcentual de los
enteropatégenas aistados de las 10 muestras de CM y H; en el andlisis de estos datos se puede
observar que se aislaron 100 cepas provenientes de CM y 50 de H de las cuales 25 (25%) y
9 (18%) correspandieron a E. coli § bién se aprecia el porciento de

{4

aislamientos de otros enteropatégenos de inters clfnico como: Pseudomonas sp. 6 (6% ), '
Aeromonas kydrophila 4{4% ), V. fluvialis oV.vulnificus 5(5%)y 1(1.0%) cepa de
Shigella sonneii.. En cuanto a enteropatégenos aisladosdeH en laTablaNo. 12y en la
Grédfics No.2 semuestra que la cantidad de cepas correspondientes a coliformes fué menor
que la encontrada en CM, observindose que Klebsiella sp se aislé con mayor frecuencia

16 (32%) y solamente se aislaron 6 ( 12% ) cepas de Pseudosnonas  sp.
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TABLA No. 10

Estimaci6n del contenido de coliformes en alimentos,

por el método de NMP,
ALIMENTOS
Camne molida cryda Hamburguesas
Muestra UFC/g Muestra UFC /g
CM-1 +1,100 H-1 9.2
CM-2 + 1,100 H-2 240
CM-3 +1,100 H-3 + 1,100
CM-4 +1,100 H-4 3.0
CM-5 + 1,100 H-5 + 1,100
CM-6 + 1,100 H-6 20
CM-7 + 1,100 H-7 15
CM-8 + 1,100 H-8 3.0
CM-9 +1,100 H-9 6.1
CM-10 + 1,100 H-10 6.0
X= +1100UFC/g X=250UFC/g
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TABLA No. 11

Relaci6n det contenido de coliformes por muestra total de CM y H
con respecto a su origen y aislamientos positivos para E. coli.

L

Muestra Origen Cantidad UFC Aislamiento
por muestra positivo
total para E. coli
CM-1  Rastro de Atacapozalco 100 g + 11x10* +
CM-2  Rastro de Atzcapozalco 100 g + 11x10* +
CM-3  Rastro de Atzcapozalco 100 g -+ 11 x10% +
CM-4  Carniceria Col. Granjas 100g + 11x10* +
CM-5 Carniceria Av. Granjas 746 100g + 11x10* +
CM-6  Carniceria " Super carnes” 100g + 11x10* +
CM-7  Carniceria Gaby 100g + 11 x10* +
CM-8  Rastro de Atzcapozalco 100g + 11x10¢ +
CM-9  Rastro de Atzcapozalco 100g + 11x10* +
CM-10 Rastro de Atzcapozalco 100 g + 11x10* -
x g+ I1xI0*
H-1 Puesto piiblico 50g 455
H-2 Loncheria Gaby 76g 18240
H-3 Comedor FES-C 57g + 62700 -
H4 MacDonald 309g - 927 -
H-5 Burger-boy 47g + 51700 -
H-6 Puesto puiblico TJalg 1482 -
x 58.4g 13576.7
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TABLA No. 12

Porcentaje de E. coli y otros enteropatégenos aislados de
10 muestras de CM y 10 muestras de hamburguesas.

Bacterias CcM H
No. % No. %

E. coli 25 (25.0) 9 (18.0)
Citrobacter freundii 20 (20.0) 0 ( 00)
Enterobacter 12 (12.0) 7 (14.0)
Klebsiella 8 ( 8.0) 16 (32.0)
Pseudomona 6 ( 6.0) 3 (60)
V. fluviales 6 V. vulnificus 5 ( 5.0) (1] (0.0)
Aeromonas hydrophilas 4 ( 40) 0 (0.0)
Serratia 5 ( 5.0) 2 (4.0)
Hafnia alvei 3 ( 3.0) 1 (2.0)
Shigella sonnei 1 ( 1.0) 0 (0.0)
Morganella morganni 3 { 3.0) 0 (00)
Otras géneros 2 ( 2.0) 7 (14.0)
No identificadas 6 ( 60) 5 (10.0)
Total de cepas 100 (100.0) 50 (100.0)

- (5 —
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WAL 3w 1w

Distribuci6én porcentual de enteropatég islados de 10 deCM
100 —
80_]
60__]
40
20 7
0]
1.- E. coli 9.- Hafnia alvei
2.- Citrobacter freundii 10.- Shigella sonnei
3.- Enterobacter spp 11.- M, morgannii
4.- Klebsiella spp 12.- Otos géneros
5.- Pseudomonas spp 13.-.- No identificadas
6.- V. fluvialis 6 V. vulnificus 14.- Total

7.- Aeromonas hydrophila
8.- Serratia spp
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GRAFICA No. 2

Distribuci6n porcentual de enteropatégenos aislados de 10 muestras de H

No.DE
L CEPAS

- ¥

1 2 3 4 5 & 7 8 g 10 11 12 13 14

1.-E.coli 9.- Hafnia alvei

2.- Citrobacter freundii 10.- Shigella sonnei
3.- Enterobacter spp 11.- M. morgannii
4.- Klebsiella spp 12.- Otos géneros
5.- Pseudomonas spp 13.-.- No identificadas
6.- V. fluvialis 6 V. vulnificus 14.- Total

7.~ Aeromonas hydrophila
8.- Serratia spp



Se estudiaron ademds 78 cepas proporcionadas por €l laboratorio de Bacteriologfa Entérica
del INDRE , cuyas muestras fueron tratadas de origen segin la rutina de trabajo para el
aislamiento de V. cholerae Ol, dichas cepas se identificaron por el sistema API-20 para
enterobacteriasy provenfan de diversos alimentos como: pescado, mariscos y carne de cerdo.
Dos de las cepas inclufdas en este grupo se aislaron de hamburguesas y fueron enviadas al
INDRE por un laboratorio de Salud Piblica perneneciente a la Red, para la
identificacién de E. coli O:157H7. Los resultados de la identificacién bacteriana de 1as 78
cepas se ilustra en laGridfica No.3 y seobserva que Klebsiellaoxytoca y Enterobacter
spp sc aislaron con mayor frecuencia, recuperdndose un 17.5% de ambas enterobacterias.
El porciento de recuperacién para E. coli  fué del 7.5%; los datos de la gréfica se indica
1ambién el porcentaje de aislamientode otros enteropatdgenos : V., alginoliticus 6.5%,
V. parahaemolyticus 5%, Yersinia enterocolitica 3.75%, V. cholerae no O12.5% y

V. Aluvialis 1.25%

En la TablaNo. 13 sepresenta unandlisis por edad y sexo de 23 personas que presentaron
diarrea ( brote de diarrea del viajero ); la identificacién del agente causal fu€ orientada al
aislamientode V. choleae Oly a owos enteropatgenos de fnteres clinico como: E. coli,
Salmonella spy Shigella sp. Del total de las muestras 14 (60.8%) provenfan de mujeres y 9
(32.2%) de hombres, el 56.5% de los casos correspondfan a nifios menores de § afios con una

frecuencia del 30.4% de aislamientos positivos para E. coli.

En la Tabla No. 14 se presenta el porceentaje  de aislamientos de los enteropatSgenos
recuperados de 23 muestras fecales del brote de diarrea del viajero ocurrido en Campeche,
de este brote se recuperaron 30 cepas bacterianas y la bacteria aistada con mayor frecuencia
fué E. coli con 14 (46.7 % ) aislamientos y en orden decreciente se aislaron Morganella
morgannii 5 (16.7%)y Pseudomonas spp; V.cholerae Ol, V.parahaemolyticus,

V.vulnificus 'y Aeromonas hydrophila , estas bacterias se aislaron con una del 3.3%
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Distribucién por 1 de microorgani identificados

a partir de cepas provenientes de alimentos

- g9 -

100%

de
-No.cnpu

%

6.25% s% 5% arsn

1 2 3 4 5 6 7 8

L-E. coli

2.- Klebsiella oxytoca

3.- Enserobacter spp

4.- V. algynoliticus

5.- Citrobacier freundii
6.- Morganella morgannii
7.- Providencia

8.- V. parahaemolyticus
9.- Yersinia enterocolitica
10.- V. cholerae no 01

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

11.- Serratia

12.- Proteus mirabilis
13.- Ples. shigelloides
14.- E. hermanit

15.- V. fluvialis

16.- Hafnia alvei

17.- Edwarsiella

18.- No identificadas
19.- Total



TABLA No. 13

Distribucién de aislamientos de E. coli por edad y sexo de 23 muestras
de diarrea del viajero recolectadas en Campeche.

Muestra Edad Sexo Aislamiento de E. coli
1 7 aiios Femenino Positivo
2 2 afos Masculino Positivo
3 25 afios Masculino Negativo
4 1 afo Femenino Negativo
5 3 aiios Masculino Negativo
6 4 aiflos Masculino Positivo
7 3 afios Femenino Positivo
8 57 ailos Femenino Positivo
9 19 aos Masculino Negativo
10 6 aiios Masculino Negativo
n 1 afio Femenino Negativo
12 9 afios Femenino Negativo
13 4 afios Masculino Negativo
14 40 afios Femenino Positivo
15 15 meses Masculino Negativo
16 2 aiios Masculino Positivo
17 86 afios Femenino Negativo
18 7 anos Masculino Negativo
19 10 meses Masculino Negativo
20 1 afo Masculino Negativo
21 1 afio Masculino Negativo
22 1 afie Femenino Negativo
23 30 afios Masculino Negativo

X 13.5 afios M= 60.9% 7(30.4% )
F=39.1%
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TABLA No. 14

Porcentaje de E.coli y otros enteropatégenos recuperados de
23 muestras de un brote de diarrea del viajero

Bacteria Diarrea del Viajero
( género y especie) No.

E. coli 14 46.7
Morganella morgannii 5 16.7
Pseudomonas spp 3 10.0
V. cholerae 1 33
V. parahaemolyticus i 33
V. vulnificus .1 33
Citrobacter freundii H2S (+ ) 1 33
E. hermannii 1 3.3
E. fergusonnii 1 33
Aeromonas hydrophila 1 33
Kluyera spp 1 3.3
Total 30 100.0

TABLA No. 15

Relaci6n de muestras diarrecicas del brote de Campeche con mis
de un enteropatégeno aislado

No. de muestra No. de folio Bacterias aisladas
1 15519 E. coli y P. acuroginosa
8 15526 E.coli y Kluyera sp.
11 15529 V. cholerae Ol y Pseudomonas spp.
14 15532 E.coli y C. freundii H,S (+)
16 15534 E.coli y E. hermannii
21 15539 E. fergusonnii, Ps, maltophila

y V. parahaemolyvticus
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En 6 de 23 muestras sc aislé m4s de un enteropatégeno y 4 de elias estuvieron asociadas
a E. coli.. El énico aislamiento de V. cholerae 01 que s¢ obtuvo en ¢l brote provenia de

una muestra en 1a cual también se aislé Pseudomonas spp ( Cuadro 15).

EnlaTablaNo. 16 se presentaunadistribucién delascepas E.coli recuperadas dealimentos
y muestras fecales de humanos. Se trabajaronn un total de 310 cepas de las cuales se
recuperaron 104 ( 33.5%) cepas de E. coli de acuerdo a la siguiente relacion : 25 (25%)
correspondieron a CM, 9(18%) a H, 6 (7.5%) de alimentos, 14 (46.4%) de muestras diarreicas
de un brote de Campeche y 50 cepas de E. coli  recuperadas de hecesde nifios cony sin

diarrea. Los ensayos posteriores se enfocaron solamente al estudio de las 104 cepas de E. coli.

Los resultados obtenidos del comportamiento bioquimico con ornitinay lisina se reportan en
la Tabla No. 17 y se observa que: 51(49%) cepas fueron ORN positiva, 67 (64.4%)
descarboxilaron la lisina y tnicamente 21(20%) fueron incapaces de fermentar el sorbitol
utilizando el método en placay dnicamente el 8.6% de las cepas fueron ORN (+), LIA (+)
y SOR-P (-). Al comparar los resultados anteriores se observa que no existe una correlacién
significativa entre dichas caracter{sticas bioqu{micas, ya que de acuerdo a los resultados se

obtuvieron cepas sorbitol negativo incapaces de descarboxilar la omitina y / o la lisina.

Diversos métodos se handesarrollado para el aislamiento e identificaciénde E. coli O:157H:7
en alimentos y muestras clfnicas ; tal es el caso de la utilizaciGn de pruebas de fermentacién
de sorbitol, De acuerdo a lo reportado en la literatura y como parte de los objetivos de este
trabajo se rat$ de caracterizar cepas EHEC que puedieran presentar la propiedad de no

fermentar el sorbitol y ser productoras de citotoxinas.

En la Tabla No. 18 se muestran los resultados obtenidos de la recuperacién de E. coli no
fermentadoras de sorbitol. El porciento de cepas provenientes de CM que son incapaces de
fermentar ¢l sorbitol fué de 4 (16%), 6(24%), 6(24%) y 3 (12%) por las técnicas deSOR-T,



TABLA No. 16

Frecuencia de aislamiento de E, coli provenientes de
alimentos y muestras clinicas humanas.

Tipo de muestra Total de cepas aisladas Total de cepas E. coli
No. No. (%)

Came molida cruda 100 25 (25%)
Hamburguesas 50 9 (18%)
Otros alimentos 80 6 (7.5%)
Diarrea del viajero 30 14 (46.4%)
Heces de nifios con * 50 50 (100%)
sin diarrea
Total 310

104(33.54%)

* Se trabajaron cepas puras

TABLA No. 17

Frecuencia de aislamiento y comportamiento bioquimico de 104

cepas de E. coli

aisladas de muestras diarreicas y alimentos,

Origen CM H A DV CE Total
No. % No. % No. % No. % No. % No. %

Prrushas. 25 dotes ] eqonsa ) sooosa]  14cioagd  spaonss] 104 (100%
Jbioquimicas
Lisina 21(84%) ) 7(87.5%) | 0 (0%) 1(7.1%) | 38(90.4%) | 67(64.4%)
Ornitina 15(60%) | 8(100%) 3(75%) 7(50%) | 18(42.8%) | 51(49.%)
SOR-P (-} 6(24%) 1 1(11.1%) | 1(16.6%)| 9(63.3%) 4(8%) 21(20% )
LIA (1) MIO] 2(8%) {1(11.1%)] 0(0.0%) | 2(14.3%) 4(8%) 9(8.6%)
(+) SOR-P (-}
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SOR-P, SOR-MP y API, respectivamente. En comparacién con lo obtenido en cepas

proveni deH los p

jes de aislamiento de E. coli no fermentadoras de sorbitol por
los métodosde SOR-T, SOR-P, SOR-MPy API, fueron de 1 (11.1%), encontrandose similitud
conloobtenido para A en donde por los métodos ya mencionados se identific6 1 (16.5%) cepa

con ésta caracter{stica.

El porcentaje de recuperacién de cepas E.coli  sorbitol negative obienidas de muestras
clinicas de nifios con y sin diarrea, de acuerdo al método empleado fucron los siguientes:
5¢10%)SOR-T,4 (85%) SOR-P y 6(12%)SOR-MP. Lavariacién de losresultados obtenidos

denota la diferencia de especificidad y sensibilidad que existe entre los métodos utilizados.

Analizando 1aTablaNo. 18 seobserva que lamayorfadelas cepas E.coli de las muestras
provenicates del brote de diarrea de Campeche fucron  sorbitol negativo y se obtuvieron
los siguientes porcentajes: 10(71.4%) paralos métodosde SOR-T, SOR-MPy API
y  9(64.3%) por el método de SOR-P.

EnlaTablaNo. 19 se realizé un anélisis estadfstico de los cuadrosde 2 x2 y se determiné
la especificidad y sensibilidad del método de sorbitol en placa en comparacién con los ensayos
en tubo y microplaca. La especificidad y sensibilidad del método en placa utilizando agar
MacConkey-sorbitol en comparacién con el ensayo en tubo fué del 90% y del 96.4%
respectivamente.Este método se comparé también con el ensayo en microplacay se observd
una especificidad del 87.5% y una sensibilidad del 100%

Paralatipificacién serolégica de Jas 104 cepasde E. coli se utilizaronlos siguientes antisueros:

0:6, 0:8, 0:15,0:20, 0:26,0:55,0:63,0:78, O:111, 0:126,0:148 y 0:157, con la finalidad

de observar si existia una relacién del origen de las cepas con algin serotipo en especial; de

acuerdo a lo anterior en la Tabla No. 20 se muestra los resultados porcentuales de las cepas

E. coli tipificablesy no tipificables; en esta tabla se puede observar que 29(27.8%) de las
-4 ~



TABLA No. 18

Recuperacion de cepas E, coli no fermentadoras de sorbitol aisladas muestras de
alimentos, de nifios con y sin diarrea y de un brote de diarrea del viajero.

% de i idad para fer el
sorbitol
Cepas
E. coli
Método
104 (total) SOR-T SQR-P SOR-MP | API
25 (CM) 4 (16%) 6 (24%) 6 (24%)] 3 (12%)
9 (H) 1(11.1%) 1(11.1%) 1(1L1%) | 0(0%)
6 (A) 0 (0%) 1(16.6%)] 1 (16.6%) |1 (16.6% )
50 (CE) 5 (10%) 4 (8%) 6(12%) *
14 (DV) 10 (71.4%) 9 (64.3%) | 10 (71.4%) | 10 (71.4%)
. No se realizé la prueba.
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TABLA No. 19

Determinacién de la Especificidad y Sensibilidad del Método de SOR-P
en comparacién con SOR-T y SOR-MP

SOR-T o SOR-MP

A B
SOR-P ++ +-
C D
-+ -
FORMULAS
Especificidad D x 100
B+D
Sensibilidad A x 100
A+C

METODO: Sorbitol en placa ( agar MacConkey-sorbitol )

SOR-T SOR-MP
Especificidad 18 = 90% 21 = 87.5%
2+ 18 3421
Sensibilidad 81 =96.4% 80 = 100%
81+3 80+0

- TG =~



cepas aglutinaron con los antisueros somdticos utilizados, 22(44%) de las cuales correspon-
dieron aaislamientos de infantes con y sin diarreay 6 ( 12% ) quedaron incluidas en el grupo
EHEC, sin que alguna correspondiera al serotipo O:157. De las cepas obtenidas del brote de
diarrea del viajero ninguna aglutin con los antisueros utilizados y unicamente 3 ( 21.4% )

fueron rugosas.

De lascepas £.coli aisladas de alimentos solamente 7 se tipificaron con los antisueros
utilizadosen este estudio delas cuales 5 (20%) poveniande CM, 1(11.1%)de Hy 1 (16.4%)
de A; ninguna de las cepas agluting con el antisuero O:157 o con algiin serotipo de los que se

incluyen en el grupo EHEC.

Cabe mencionar que 75 (72.1%) cepas no aglutinaron con los 13 antisueros somdticos

utilizados y 8 (7.6%) cepas fueron rugosas.

En la TablaNo. 21 se muestran los resultados obtenidos delas expresiones fenotfpicas:
serologfa, capacidad de fermentar el sorbitol y efecto citoténico (CTT) y /o citotéxico (CTX)
en cultivo celular , las cepas que se analizan en esta tabla provenfan de alimentos; las
caracterfsticas anteriores se enlistaron con la finalidad de correlacionarlas con expresiones
genotfpicas asociadas a la toxina LT. De acuerdoa loreportado en esta tabla se observaque
delas7cepasde E. coli serotipificadas 5 se aislaronde CM, 1deH y 1de Pescado. Al analizar
los datos obtenidos de las muestras de CM se abservé que la cantidad de coliformes presentes
en estas muestras era  superior a 1,100 UFC /g . Unicamente la cepa CM-6a fué sorbitol
negativo y no estuvo asociada al serotipo O:157, ya que aglutiné con el 0:148; llama la
atencién que este serotipo se vié involucrado también en las cepas CM-4c y CM-4f . Porotra
parte las cepas CM-6d y CM-8b aglutinaron con los antisuero O:8 y O:126 respectivamente.
En cuanto alos resultados del ensayo en cultivo celular , la caracterfstica comin de actividad
biolégica entre estas cepas fiie la presencia de efecto citotdnico. Este efecto se caracteriza por

el alargamiento reversible de las células Vero ( Figura No. 5y 7). Solamente una cepa
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TABLA No. 20

B

Tipificaci6n serolégica de 104 cepas de E. coli aisladas carne molida cruda, hambur-

guesas, heces de un brote de diarrea del viajero y de nifios con y sin dirrea.

% de cepas
Muestras
grupo

Total  jtipificables; EHEC | O:157H7 [ no tipificables | * Rugosas

cM 25 (100%){ 5(20%) | 0(0%)} 0 (0%) 20(80%) 3(12%)

H 9(100%) | 1(11.11%] 0(0%)| O0(0%) 8(88.9%) 0(0%)

A 6(100%) | 1(16.4%)| 0(0%)| 0(0%) 5(83.3%) 0(0%)
DV 14(100%)] 0(0%) | 0(0%)] 0(0%) 14(100%) 3(21.4%)
CE 50 (100%)| 22(44%) | 6 (12%) 0(0%) 28(56.0%) 2(4.0%)
Total 104(100%)} 29(27.8%)] 6 (5.7% 0(0%) 75(72.11%) | 8(7.69%)
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TABLA No. 21

Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de 7 cepas E. coli serotipificadas
y obtenidas de alimentos

Cepa UFC de SOR-P Serologia Efecto Prueba
coliformes en CC de la
mancha
CM-4c +1,100 + 0:148 * +
CM-4f +1,100 + 0:148 CTT+CTX +
CM-6a +1,100 - 0: 148 CTT +
CM-6d +1,100 e 0:8 CTT +
CM-8b +1,100 : + 0:126 CTT +
H-le 9.2 + 0:8 CTT +
A-4 * + 0:15 CTT + CTX +

ESTA TESIS N0 DERF
on.  SALR BE LA BIBLIOTECK
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presentd- efecto CTT asociado a efecto CTX. Con respecto a las cepas obtenidad de Hy A
sc observé que fueron sorbitol positivo por el método en placa ( MacConkey-sorbitol ) y
aglutinaron con.los antisueros O:8 y O:15 respectivamente; en cuanto al efecto observado en
cultivo celular lacepa E, coli obtenida de H presentd efecto CTT y lacepa A-4 efecto CTT
y CTX.

Por la Prueba de lamancha o “colony blot" 7 cepas hibridaron con lasonda LT, esto
indica la presencia de genes'que codifican para esta toxina, Al correlacionar estos datos con
la&cmcterfsticas fenotipicas expresadas por algunas cepas se puede observar que la mayoria

de ellas las podemos clasificar dentro del grupo ETEC.

EnlaTablaNo.22 se enlistan algunascaracteristicas fendtipicas como: serologfa, capacidad
de fermentar el sorbitol y efectocitotdnicoy focitotéxicoen CC, enesta tabla sc observa
que 9 cepasde E. coli provenientes de casos dediarrea en infantesy 13 de heces normales;
aglutinaron con los antisueros utilizados ; en cuanto a los resultados de sorbitol se observd
que: la mayorfa de las cepas fermentd este carbohidrato y solamente 3 fueron incapaces de
hacerlo, cabe sefialar que estas cepas estuvieron relacionadas con procesos diarrelcos y

correspondieron a Jos serotipos 0:55, 0:125 y O:111.

En esta tabla se observan también que los serotipos 0:148,0:15, 0:8, 0:78, 0:6, O:26, 0:20,
O:111y 0:63 estuvieron asociados a cepas aisladas de nifios con diarrea. En cuanto a los
resultados del ensayo en cultivo celular se observaron 17 cepas con efecto citotdnico, 1
con efectocitotdxicoy 4 presentaron ambos efectos. Laevidencia genética detodaslascepas

hacia Ia sonda LT fué positiva

Al realizar un anélisis global de estos datos podemos decir que de acucrdo a las caracteristicas
fenotfpicas y genotfpicas observadas en estas cepas Jas podemos clasificar dentro del grupo

ETEC. De estos datos llama la atencidn ¢! hecho de que en tas cepas CE-6, CE-24, CE-281 y
=~ 80 -



TABLA No. 22

Caracteristicas fenotipicas y genolipicas
de 22 cepas serotipificadas de E. coli obtenidas de heces humanas

Cepa Diarrea SOR-P Serologia | .Efecto Prueba
en CC de la
mancha

CE-6
CE-24
CE-51
CE-65
CE-70
CE-78
CE-281
CE-702
CE-726
CE-812
CE-1003
CE-1023 -
CE-1025 -
CE-1089 -
CE-1167 -
CE-1179 -
CE-1197 -
CE-1202 -
CE-1241

U uguouuvuuowuouuvuo
+ o+ 4+ 4+ + o+ + o+ o+

+

. I CIT
026, CIT
o:15 CTT
o:15 CTT
CrT

CIT

.
I TR i S e
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+ o+
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0:20
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+

+
+
+
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CE-1165 serolégicamente se pueden clasificar en el grupo Ji-EC sunque  presentar...
evidencias genéticas para incluirlas en el grupo ETEC y lamayorfa de estas cepas provenia
de heces no diarrefcas.

En la Tabla No. 22 también se observa que 13cepas provenientes de nifios sanos presentaron
efecto CTT en CC en cormrelacién alahibridaciéncontasonda LT ; la dnica cepa que
present6 efecto CTX el cual se caracteriza por el arredondiamiento de las células y posterior
lisis (Figura No. 4y 6) fueaislada de una muestra diarreica y presentaba la caracterfstica
de nofermentar el sorbitol , esta cepa aglutiné con el antisuero O: 55 y tuvo evidencia gﬁnélica

por la prueba de la mancha para la codificacién de la toxina LT.

Para detcctar la actividad biol6gica enterotoxica y / o citotoxigénica en cultivo celular de las
104 éepas: de E\. coli - se utilizé la técnica descrita por Chart y Scotland bajo ciertas

scobservé que 3(2.8%) cepas presentaron efecto citotéxicoel cual inicié

. modificaciones;

oh 14 mayorTa scepasalas 24 h de incubacién con la citotéxina El efecto fué progresivo

canz6 had tnﬁr rhés del 50% de la monocapa de celulas en un lapsode 96 h. En la Figura

“No, 4y 6 se oﬁsérva el efecto caracterfstico que provocan lascitotéxinas en cultivo celular Vero
( Tabla No, 23).

En la Tabla No. 23 también se reporta el porcentaje de cepas productoras de toxina LT y se
observaque74(71.1%) presentaron estacaracterfstica lacual semanifiestapor el alargamiento
y adelg:;mmienlo reversible de las células ( Figura No. 3y 5), este efecto se inicié en la
mayorfadelascepasa las6h deincubacién y se observé una recuperacién total de las células
aproximadamenteen 24 h. Cabe seiialar queel 16.3% delascepas presentaronambos efectos
y tnicamente 4 (3.8%) no presentaron efectoen cultivo celular. Como se observa en la Tabla
No. 23 no se encontraron cepas E. coli productorasde VTenHy Ay el nimero de cepas
VTenCM,DV y CE fué el mismo. El porcentaje de cepas E. coli con evidencia genética para

la codificacién de la toxina LT fué del 91.3%. y se obtuvieron los siguientes porcientos de
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TABLA No.23

Actividad biolégica en cultivo celular VERO de 104 cepas de E. coli.

y evidencia genética para LT por la prueba de la mancha

No. de
Origen cepas Produccién de Prueba dela
vT LT VT.LT SE mancha
CcM 25 1(4%) 16(64%) 1(4%) 2(8%) 20(80%)
H 9 - 4(44.4%) 3(33.3%) 1(11.1%) T11.1%)
A 6 - 5(83.3%) 1(16.7%) - 6(100%)
DV 14 1(7.1%) 7(50%) 5(35.7%) 1(7.1%) 14(100%)
CE 50 1(2%) 42(82%) 7(14%) - 48(96%)
Total 104(100%) [ 3(2.8%) 74 (71.1%) 17(16.3%14(3.8%) 95(91.3%)
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TABLA No. 24

Porciento de cepas no tipificables con efecto

en cultivo celular y prueba dela mancha (+)o ()

-84 =~

Muestra Cepas no Efecto en cultivo celular Prueba
tipificables de la mancha
20 (50%) Citoténico +
Alimentos 0 (0%) Citotéxico +
40 (38.4%) 4 (10%) Citoténico + citotéxico +
cepas 4 (10%) Citoténico -
E. coli 1(2.5%) Citotéxico -
1 (2.5%) Citoténico + citotéxico -
Total 30(28.8%) |
Muestra Cepas no Efecto en cultivo celular Prueba
tipificables de 1a mancha
Heces 32 (50%) Citoténico +
1(1.6%) Citot6éxico +
64(61.5%) 8 (12.5%) Citoténico + citot6xico
cepas 1 (1.6%) Citoténico -
E. coli 0(0%) Citotéxico -
0 (0%) Citoténico + citotéxico -
I Total 42 (40.3%) J




acuerdo al wrigen de la muestra: 20(80%)-CM, 7(77.7%)-H, 6(100%)-A, 14(100%)-DV y
48(96%)-CE. Cabe resaltar que las 3 ccpas que presentaron efectocitotéxico en cultivocelular
tuvieron evidencia genética para la produccién de LT. En la Figura No. 8 se observan una
membrana que muestra los resultados obtenidos en la prueba de la mancha, revelada por la

técnica de NBT en donde las manchas son 1a evidencia de la hibridaci6n con la sonda LT.

Como ya se mencion6 anteriormente la mayorfa de las cepas E. coli trabajadas fueron no
tipificables con los antisueros empleados. De estas cepas 30 (28.8%) fueron aisladas de
alimentos y 42 (40.3%) de muestras humanas. En la Tabla No. 24 se establece unarelacién
de estas cepas con respecto a los resultados obtenidos en los ensayos de CC y Prueba de la
Mancha ; de acuerdo a estos resultados podemos observar que en las cepas E. coli aisladas
de ali s 20 (50%) p on efecto CTT con Prueba de 1a mancha positiva,

4(10% )efecto CTX yCTT con evidencia genética para LT positivay los porcientos de cepas
no tipificables con prueba de lamancha negativa y efecto en CC fueron los siguientes: 4
(10% ) efecto CTT, 1 (2.5% ) efecto CTX y 1 (2.5% ) efecto CTX y CTT.

En las cepas E. coli no tipificables obtenidas de muestras clfnicas humanas se observé que
cuando se presentaba un ensayo positivo para la prueba de la mancha los porcientos de cepas
con efecto CTT, CTX o ambos, fucron los siguicntes: 32 (50% ), 1(1.6%) 8(12.5% )
respectivamente. Por el contrario cuando la prueba de la mancha fué negativa solamente se

recuperé 1 (1.6% ) con efecto CTT en CC.

En laTabla No.25 se presentauna recopilacién delos datos que nos pueden ayudar a
evaluar el efecto en CC en correlacién con la incapacidad de fermentar el sorbitol. Con
respecto a los resultados obtenidosde las cepas E. coli aisladas de CM sc observaque 6 (24%)
de las 25 cepas trabajadas fueron incapaces de fermentar el sorbitol ; de estas cepas 1 ( 4%)
presenté efecto CTX, 4 (16%) efecto CTT y 1 ( 4%) ambos efectos. De las cepas anteriores
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dnicamente 1(4%) fué tipificable y correspondi6 al serotipo 0:148, Con respecto al compor-
tamiento de las cepas £. coli recuperadasde Hy A seobservé que solamente 1 (11.1%) cepa
fué sorbitol negativo, enelcasodela cepa aislada de H presents efecto CTX y CTT. En
la cepa sorbitol negativo aislada de A se observo efecto CTT asociado a la no fermentacién de
sorbitol 1 (16.6%). En ambos casos las cepas fueron no tipificables con los antisueros
somdticos empleados.El mayor porciento de recuperacion de cepas E. coli no fermentadoras
de sorbitol, se observé en las muestras del brote de diarrea del viajero ( 64.3%). Al
correlacionar esta caracteristica con los resultados obtenido en el ensayo en CC se observé
1(7.1%) cepa que present efecto CTX, 3(21.4%) cfecto CTT y 4(28.5%) ambos efectos,

unicamente una cepa (7.1%) fue sorbitol negativo y no presento efecto en CC.

La recuperaci6n de de cepas E. coli  sorbitol negativo provenientes de muestras clfnicas de
nifios con y sin diarea fue del 8% y su efecto en CC quedo distribuido de la siguiente manera:
1 (2%) cepa present$ efecto CTX, y 3(6%) efecto CTT;el 6% de estas cepas fue tipificable y
aglutinaron con los antisueros 0:55 y O:111 respectivamente. El analis global de este cuadro
indica que el porcentaje de recuperacién de cepas E. coli no fermentadoras de sorbitol
asociadas a efecto CTX fue muy bajo y al comparar los resultados de acuerdo al origen de las
cepas E. coli se observé similitud enellos, ya que en CM, DV y CE solamente se aislé una cepa

con estas caracterfsticas.

Por Gltimo ninguna de estas cepas aglutin con el antisuero O:157 , caso contrario a lo
esperado. Del total de cepas trabajadas ninguna fue sorbitol positivo asociada a efecto CTX
en CC utilizando 1a linea Vero, Hay que sefialar que ¢l 9.6% de las cepas fueron sorbitol
positivo y presentaron efecto CTX y CTT, estas cepas provenfan de las siguientes muestras:
2(2.2%)-H, 1(16.6%)-A, 1(7.1%)-DV y 7(14%)-CE.
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TABLA No. 25

Recuperacion de E. coli de sorbitol positivo asociada a

efecto citotéxico (CTX) o citot6nico (CTT) en culttivo celular Vero.
T —

104 copas CM H A DV CE
Caracteristicas 25 (100%) { 9 (100%) 6 (100%) 14 (100%) { 50 (100%)
sorbito! positivo 19 (76%) | 8 (88.8%) 5 (83.3%) 5(35.7%) 46 (92%)

sorbitol positivo 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 {0%) 0 (0%)
con efecto CTX

sorbitol positivo 13 (52%) 4(44.4%) | 4(66.6%) 4(28.6%) | 39 (78%)
con efecto CTT

sorbitol positivo 0 (0%) 2 (222%) | 1 (16.6%) 1(7.1%) 7 (14%)
con efecto CTXy

CTT

sorbitol positivo 2 (8%) 1 (11.1%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
sin efecto

cepas sorbito! 4(16%) 1 (11.1% 1 {16.6%}) 0 (0%) 19 (38%)

positivo
tipificadas




n inocular (100X ) . Monocapa normal de

Control de las céluias VERO si

FIGURA No. 3
células Verocon una confluencia del 50%



FIGURA No. 4. Control positivo de cfecto citowdxico en célutas VERO ( 100X ). Cepa
E.coli H:30. Este efecto se caracteriza por ¢d redondiamicnto v lisis celular

W V, 1?7@ &

FIGURA No. 5. Control positivo de ciecto citot6nico cn células VERO (100 X). Cepa E. coli
H:10407. Este cfecto se caracicriza por un alargamicnto reversible de las células



FIGURA No. 7. Efecto citoiénico en células VERO de 1a cepa E. coli CE-811 (100X)



FIGURA No. 8 Membrana revelada por la iécnica de NBT, Lapresenciade las manchas
indica la complementaricdad entre lasonda LT no radiactivay el
material genético de las cepas E. coli estudiadas,



X1, DISCUSTON

Estudios epidemiolégicos realizados en México reportan que suceden aproximadamente
20 brotes de infecciones gastrointestinales por affo asociadas al consumo de alimentos conta-
minados principalmente por enterobacterias; sin embargo hasta la fecha no se tiene reportes
de investigaciones enfocadas al estudio de E. coli productora de citot6xinas como agente

contaminante de CMy H (25).

Lacantidad de coliformesy otros enteropatégenos de interés clinico que se aislaron de los
alimentos monitoreados indican una alta contaminacién de tipo fecal. Aunque la finalidad
deeste estudio no fué conocer el origende Ia contaminacién, se puede indagar que esta se debe
a varios factores en los que Amoldy cols (2)y Padhyf y cols (54) incluyen la
contaminacién del miisculo por el contenido intestinal del animal y su posterior
distribucién durante el proceso de molienda, no olvidando que el manipulador también juega

un papel importante como fuente de contaminacién.

En este trabajo se investigé también si E. coli fué la responsable de un brote de diarreico
ocurrido en Campeche. En la TablaNo. 15 se reporta que E. coli fue la enterobacteria
con mayor frecuencia aislada, seguida de Morganella morgannii y Pseudomonas spp.
Cabe mencionar el aislamiento de una cepa de V. cholerae O 1. Por datos estadfsticos
reportados en el boletin informativo: Carta a la Salud, se sabe que E. coli es laenterobacteria
conmayor frecuencia aisladade casosdediarreadel viajero y que los aislamientos de cepas
diferentes a ETEC denotan  su naturaleza multifactorial, estos” antecedentes concuerdan

con lo obtenido en este estudio { Fabla No. 15).

Los aislamientos de enterobacterias principalmente V. cholerae O: 1 en muestras clfnicas

de brotes de diarrea del viajero sugiere tener mayor vigilancia y un seguimiento
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epidemniolégico para evitar ladiseminacién de brotes através del consumo de alimentos
contaminados.

En México existe una frecuencia del 80 % de casos de diarrea del viajero asociado a ETEC
que Ia afectaa infantes y adultos sin distincién de sexo (7). En este estudio se encontré

que el promedio por edad fue de 13.5 afios, afectando principalmente a hombres en un 60.8%.

E.coli 0O:157TH:7 es el agente etiolégico que se ha asociado frecuentemente & hambur-
guesas contaminadas; algunos investigadores como Szabo y cols. reporian  que el dnico
serotipode E.coli incapazde fermentar el sorbitol es el 0:157H:7 ( 54 ). Haldane y cols en
1986 por su parte proponen utilizar pruebas bioqufmicas suplementarias como omitina y
lisina en conjuncién con el sorbitol para mejorar la especificidad de la prueba por
eliminacién de cepas omitina y lisina negativas, ellos indican que estas caracterfsticas
fenotfpicas ayudan a identificar cepas E.coli 0:157H:7 sin el uso del antisuero somético
y flagelar correspondicnte ( 29 ). D¢ acuerdo a lo mpo;'tﬂdo cn la literatura y como parte de los
objetivos de este trabajo se trato de caracterizar cepas EHEC que pudieran presentar la

propicdad de nro fermentar el sorbitol y ser productoras de citotoxinas,

Al realizar un analisis de los resultados de recuperacién de cepas E. coli  incapaces de
fermentar el sorbitol en comelacién al serotipo asociado, se observaron datos diferentes a
los reportados por Szabo y cols ( 54 ), debido a que ningunade las cepas sorbitol negativo
correspondi6 al serotipo O:157; por el contrario se encontré asociacién con los serotipos
0:55,Q;111,0;125y O:148; esta Gltima cepa provenia de una muestra de CM y las 3 primeras
de muestras clfnicas. La evidencia de una cepa sorbitol negativo diferente a | serotipo
0:157H:7 fue reportada en 1990 por Borcyk y cols. y correspondié  al serotipo O:148 NM
sorbitol negativo ( 54 ) , este dato se correlaciona con lo observado en el ensayo de
recuperacién de cepas E. coli sorbitol negativo. El resto de las cepas no fue tipificable con los

13 antisueros somdticos utilizados.
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Deacuerdoaloanteriory alo reportado por Padhyf y cols. en 1992, algunas cepas diferentes
al serotipo O:157H:7 pueden ser sorbitol negativo, Por lo tanto este tipo de pruebas deben
confirmarse por ensayos de serotipificacién para evitar aislamientos falsos positivos ; o bien

mediante la utilizacién de la metodologfa propuesta por Famis y Davis en 1985 (54 ).

EI método de agar MacConkey - sorbitol con respecto a los result#dos obtenidos en tubo y
microplaca sugieren que es un método prdctico, sencillo, especifico y sensible para ser
utilizado como metodologfa de rutina en un laboratorio que cuente con ¢l minimo de equipo.
La placa de agar MacConkey-sorbito fue empleada por Marchy colsen 1986y Ritchie
y cols en 1992 obtuvieron resultados favorables en el aislamineto de O:157H:7 (44, 63 ).

Haldane y cols en 1986 propusieron que la descarboxilacién de la omitina y la lisina se
relacionan a lano fermentacién de sorbitol. En comparacién con los resultados  obtenidos
en este trabajo, la descarboxilacién de omitina y lisina noes Giil para la seleccién de
cepas sorbitol negativo, ya que tnicamente ¢l 42.8% de las cepas sorbitol ncgativo
estuvieron asociadas a la descarboxilacién dcomitim; y lisina; como se observa el porcentaje
decorrelaci6én entredichas expresiones fenotipicas noes representativo, debidoaque pueden
presentarse cepas sorbitol negativo con expresiones metabélicas de omitina y lisina

diferentes

En la scrotipificacién Gnicamente 29 (27.8%) cepas aglutinaron con los antisucros
som4ticos emplados, 22 (21.1% ) correspondieron a cepas E. coli aisladas de alimentos y
7(6.7% ) de muestras clinicas. Ninguna de las cepas aglutiné con ¢l antisuero 0:157, caso
contrario a lo reportado por Wells y cols en 1991 (79 ); ellos encontraron una frecuencia de
aislamiento a partir de carne de origen bovino del 2%. El CDC ha detectado inicamente cepas
E.coli O:15TH7 en menos de 3000 aislamientos serotipificados en el periodo de 1973-
1982, por otra parte ¢l centro de referencia de la Universidad de la Gran Bretafia no ha
reportado el serotipo 0:157H:7 en menos de 20,0000 cultivos (80) y nuestros resultados
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muestran que el serotipo O:157H:7 no se aislé. Whittam y cols. (78 ) sugieren que cuando
no se aisla este serotipo en alimentos de origen bovino puede deberse a que la cantidad de
UFC/ g de muestra es menor de 10° o que la came no estaba contaminada coneste agente.
En el casode que las muestras de alimentos rabajadas hubieran estado contaminadas con
el serotipo O:157H7 posiblemente cste no se aislé debido a que ia cantidad de UFC de
E.coli O:15TH:7 por gramo de muestra era menor de 10° (Tabla No. 10)y ademds los
aislamiento estuvieron asociados a la presencia de otros coliformes que fueron cuantificados
por el metodo de NMP, ( Grdfica 1y 2).

El no aislamiento del serotipo O:157H:7 a partir de muestras de heces de nifios con y sin
diarrea confirrman loreportado por Herreraen 1987 (30)y Parraen 1990 quienes estudiaron
muestras diarreicas sanguinolentas y reportanque el serotipo 0:157H:7 no estainvolucrado
en México. Sin embargo Benitez y cols en 1991 al muestrear infantes de 0 -24 meses
reportaron  17% de cepas pertenecientes al grupo EHEC y no mencionan si el serotipo
0:157H:7 estuvo involucrado. Lo anterior hace suponer segun lo descrito por Whittam y cols.
en 1988(80) y Doyle (2) que ¢l serotipo O:157H:7 desciende de una clona distribuida

cn Norteamérica y en otros paises desarrollados.

75 (72.1% ) cepas E. coli no aglutinaron con los antisueros somdticos utilizados, esto
plantea la necesidad de conocer que grupos estan involucrados en nuestro pafs, por lo que se
requiere emplearunabateriade antisueros sométicosy flagelares mésampliasegin lodescrito

en el esquema de tipificacién de Kauffman y Dupont ( 15, 53)

En algunos brotes diarreicos ocurridos en infantes de Estados Unidos los serotipos
predominantes fueron 0:55y 0:111. Eneste caso el serotipo con mayor frecuencia aislado
fue el 0:15 que serologicamente corresponde al grupo EPEC, en segundo término O:111,y en

orden decreciente 0:26, 0:125 y 0:126. El resto de los serotipos enconwrados quedaron
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incluidos en el grupo ETEC y f ueron 0:148, 0:8, 0:63, 0:78, 0:6y 0:20. Herrera (30 )

reporta que el serotipo 0:111 es frecueniemente aislado de casos de nifios con y sin diammea

E.coli puede causar diarrea mediante la produccién y liberacién de toxinas en la luz del
intestino y son responsables del dafio parcial o total del huesped. Las enterotoxinas que
provoc‘an la muerte del enterocito son refereridas como citotoxinas y las que solo producen
alteraciones intracelulares, pero sin  llegar a producir Ja muerte se denomina toxinas
citotonicas. La produccion de la toxina se realiz6en CST y de acuerdo a los resultados de
estandarizacion se utilizé una concentracién de células porpozode 1.8x 104, con la finalidad
de gbtener una confluencia del 90 -100% a las 24 h. Konowalchuck y cols. ( 38 ) por su parte

sugieren utilizar una concentracién 5 x 104 de células Mero por cada pozo.

En la Tabla No. 23 se muestra el porcentaje derecuperacién de cepas E. coli  productoras
de citot6xinas y enterotoxinas de las 104 cepas trabajadas €l 2.8% correspondio a cepas
productorasde VT, 2 de estas cepas provenian de muestras clinicasy unade carne molida. Cabe
mencionar que para fines préicticos en este estudio se utilizara VT como sinonimo de
citotoxinas, ya que algunos autores solo denominan toxinas VT cuando se han realizado

ensayos de neutralizacién o de biologfa molécular ( 66, 67 ).

El porciento de recuperacion de cepas productoras de citotoxinas aisladas de nifios con y sin
diarrea resultd ser mds bajo que el reportado por Herrera en 1987 (30 ) quien &abajé también

con infantes con y sin diarrea.

Zepeda y colsen 1985(84) mencionan que el aislamiento de VT en nifios recién nacidos
es del 3%, resultado muy similar al reportado en la Tabla No. 23. Se aislé la misma
cantidad de cepas VT en las muestras de CM,DV y CE aunque la proporcién no fue la misma
debido al tamaiios de muestra. El efecto mas frecuentemente observado fue el citoténico y la

mayoria de las muestras se presentd una proporcion por arriba del 50% excepto para H.
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El 82% de las cepas provenientes de infantes con y sin diarrea elaboraron toxina LT , lo
anterior concuerda con lo descrito por Cravioto y cols. en 1988 (11), ellos encontraron que
las cepas ETEC son ¢l germen intestinal que se aisla con mayor frecuencia de nifios durante

los primeros afios de vida.

Ningunade las cepas E. coli serotipificadas y aisladas de alimentos estuvo asociada a efecto
CTX en CC. Los estudios realizados por Mdrquez y cols. en 1986 (45) reportan aislamientos
positivos para E. coli O:157H:7 con produccién de citotéxinas y Padhyf y cols. reportan un
36.4% de cepas productoras de citotdxinas aisladas de carne de bovino, sin que estas estuvieran
asociadas al serotipo O:157H:7. En este estudio se present6 unicamente una cepa productora

de citotoxinas la cual fue no tipificable con los antisueros som4ticos empleados.

Deltotal decepasel 16.3% present6 ambos efectos en cultivocelulary en el 3.8% no se observé
ningdn efecto, lo cual indica que estas cepas probablemente ticnen otro mecanismo de
patogenicidad o el método no detecté 1a produccién de citot6xinas debido al mimero elevado
de pases ¢l cual disminuye la sensibilidad de las células ( 30 ). M4rquez y cols (45 ) suguiere

que las cepas productoras de bajos niveles de toxinas no se detectan en CC.

La mayoria de las cepas present6 efecto CTT en CC observandose que 74 /104 provocaron
alargamiento en las celulas VERO y 95/104 presentaron evidencia genetica para la
produccién de LT. De acuerdo ha estos resultados existe una variacién de 21 cepas en las
cuales laexpresi6n genotipica no correlaciond con la expresi6n fenotipica; loanterior se puede
atribuir a que por algiin mecanismo el gene que codifica para laa prroducién de la toxina este
reprimidoy por lo tanto no se expresé la toxina. Sin embargo podemos afirmarque la mayorfa
delas cepas genética y fenotipicamente quedaron inclufdas en el grupo ETEC. La evidencia de
que la mayoria de las cepas aisladas de alimentos fueron ETEC concuerda con lo descrito en

la carta a la salud piiblica y por lo reportado por Doyle (2,7).
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En las cepas CM-4f y A-4 se observéefecto CTT y CTX asociados ha serotipos ETEC; esto
indica que un microorganismo puede estar asociado m4s de un mecanismo de patogenicidad.
De las muestras clfnicas se serotipificadas 22 cepas provenientes de nifios con y sin diarrea. Las
22 cepas tuvieron evidencia genética para la produccién de LT y 17/22 presentaron efecto
citoténico en CC, de estas 11/17 correspondicron serologicamente al grupo ETEC y 6/17 al
grupo EPEC, sicndo el serotipo O:111 el mds comdn; estos resultados concuerdan con lo
reportado por Herrara (30 ), quien encontré cepas E. coli O:111 asociadas a efecto CTT en
cultivocelular. Unicamente en la cepa CE-51 se observé efecto CTX con Prueba de la mancha
positiva. Los resultados anteriores sugieren que cepas E. coli serotipos clasicas EPEC también
pueden producir citotoxinas, los datos anteriores se correlacionan con lo observado por
Benitez y cols . ( 4 ) reportan un 11% de cepas productoras de citotoxinas y un 7%

pertenecientes al grupo ETEC.

Cabe mencionar que 9 /22 cepas estuvieron asociadas a procesos diarreicos, de acuerdo a lo
descrito por O ' Brien ( 51, 52 ), la cantidad de toxinas esta directamente relacionada con la
enfermedad y en este aspecto también se involucran varios factores como: resistencia o
inmunidad natural o adquirida del huésped o bien ha cambios en la virulencia del gérmen; de

aqui que los portadores participan en forma importante en la propagacién de infecciones.

Llama la antencidn que de las cepas no tipificables 5 /104 presentaron efecto CTT en CC con
prucba de la mancha (-), lo anterior sugiere la presencia de una variante de la toxina LT, por

lo que es recomendable seguir realizando ensayos genéticos para caracterizarlas.

Se puede establecer que las cepas que se salen de un patrén de comportamiento bioquimico y
serolégico mediante el cual podemos caracterizarlas en correlacion asu actividad o pérdida
de factores de virulencia transmitidos por plismidos o fagos, de aqui la importancia de realizar
ensayos de biologfa molécular que contribuyan al estudio epidemiolégico de cepus E. coli
productoras de citotoxinas y su frecuencia en brotes diarrefcos asociados al consumo de

alimentos en la poblacién Mexicana.
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XIV. CONCLUSIONES

Se aislaron y caracterizaron 104 cepas de E. coli , obteniendose
3 (2.8%) productoras de citotoxinas que serolégicamente no
correspondieron al grupo EHEC.

De acuerdo a expresiones fenotfpicas y genotfpicas 93 ( 89.4%)
cepas de E. coli correspondieron a el grupo ETEC.

Recomendamos al sector salud tener una vigilancia estricta en el
control sanitario de alimentos especialmente came de origen bovino ,
para evitar brotes diarrefcos esporddicos asociados al consumo de

alimentos contaminados.

La descarboxilacidn de 1a omitina y lisina como pruebas
bioqufmicas suplementarias no mejoran la especificidad en ¢l aisla-
miento de cepas sorbitol negativo por exclusién de E. coli

ornitina y lisina negativas.
El método de agar MacConkey - sorbitol, es un método sencillo,
rdpido, especfficico y sensible en la deteccién de cepas sorbitol

negativo.

La incapacidad de fermentar ¢l sorbitol no es una caracterfstica exclu-
siva del serotipo O:157H:7.
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*

No hubo correlacién entre la producci6n de citotéxinas y la inca-
pacidad de fermentar el sorbitol. Por lo tanto este ensayo no es

indicativo de 1a produccién  de citotoxinas.

Sesugiere realizar ensayos que determinen la presenciade la enzima
B glucoronidasa  correlacién a la actividad citotéxica en cultivo
celular VEROy CaCo y presenciadel efecto " attaching and effacing”

en modelos animales.
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XVY. APENDICE

A.SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

A.1 Soluciones
A.1.1 Solucién amortiguadors de fosfatos : PBS (43 )

Solucitn A 10X

NaCl, 80.0g
KCl 20g
Na HPO, 115g
KH, PO, 20g
H]o destilada 800.0 ml
Solucién B 10X
CaCl 10g
H,O destilad 1000.0 ml
Solucién C 10X
MgCl 6H,0. 10g
. H, Odestilada 1000.0 ml
NOTA: Esterilizar por separado en autoclave y mezclar en frio las
conlasiguiente proporci

80.0 ml de la solucién A
100.0 ml de Ia solucién B
100.0 ml de la solucién C
720.0 ml de agua destilada estéril
AjustarapH 7
=100 -~



.A.1.2 Solucién madre de colorante de Giemsa (9)

Giemsa en polvo, 05g
Glicerol 27.0ml
Metanol 41.0ml

NOTA: Antes de usar se diluye 1:50 con PBS o Agua destilada,

A.L3 Indicador de Andrade pH5+8 (9)

Peptona 100g

NaCt 50g
H,0 destilada 1000.0 ml

A.1.4 Bicarbonato de sodio 4.4% con CO, (43)

Bicarbonato de sodio ( NaHCO )....cccvvmeeecrrcvenens 44z

Rojo de fenol 1% 2 gotas

A.LS, Solucion de Penicilina -Estreptomicina 100X (43)

Penicilina G sédica 1,000,000 Ut
Esu-:-pmmh-ina 1.0 g
Agua bidestilada 10.0 ml
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A.1.6, Solucién de Lincomicinay Polimixina B (13, 35 )

Las soluciones de antibiGticos se prepararon de acuerdo a la siguiente

férmula:
Peso = Volimen(ml!) x (ug / ml)
Potencia
Li c Sulfato de polimixing B

Especificaciones

Voltmen: 0.1 mt 0.1 ml

Concentracién: 100 ug / ml 10, 000 Ul/ ml

Potencia: 850 7613

A.1.7 Solucién de pre-hibridacién

§SC 5X

Bloqueadoral 1 %
N-laurilsarcocina al 0.1%
SDS al 0.02%

.Notas: * Almacenara -20°C.

* El bloqueador no se disuelve rdpidamente, por lo que

sc suguiere calentar fa solucién ( 50 -70°C ) antes de congelar
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A.1L8 Solucién de lavado

SSCIX
SDSal 0.1%

Notas: *La soluci6n se precalentd en bafto marfa a 65°C antés de usar,

A.19. Buffer A, By C

Buffer A
Tris 100mM, pH 7.5
NaCl 150 nM.

Buffer B
Buffer A
Leche descremada al 5%

Buffer C
Tris 100 mM pH 9.5
NaCl 100 mM
MgCl, 50 mM
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A.2 Medios de Cultivo

A.2.1. Gelosa especial (24)

Base para gelosa sangre : . 200g
Peptona B ‘ 258
Agar. i, 1558
Extracto de carne. . : 15g
Agua destilada -~ 1000.0 ml

AjustarapH 7.2

A.2.2 Medio de crecimiento (43)

Medio Minimo Esencial 10X ( MEM ) Base Earle 10%
Bicarbonato de Sodio 4.4 con CO, 2.5%

Solucién de Penicilina - Estreptomocina ( 100X ) 1.0 %
Glutamina 100X 2%

Suero fetal bovino inactivado 10%

Agua bidestilada estéril

A.2.3 Medio de Mantenimiento (43)

Medio Minimo Esencial 10X ( MEM )Base Earle 10%
Bicarbonato de Sodio 4.4 con CO, 5.0%

Solucién de Penicilina - Estreptomocina ( 100X ) 1.0 %
Glutamina 100X 2%

Suero fetal bovino inactivado 2%
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B.METODOS

B.1 Método de conservacién
B.1.1 Resiembra seriada. (24 )

Es un método de conservacién a corto plazo, en donde las cepas se siembran por picadura

y estria en tubos con medio de cultivo carente de inhibidores, Sustancias bactericidas y

bacteriosticas. Los tubos se sellan con papel parafilm o parafina y se conservana

temperatura ambiente o de refrigeracién .

B.1.2, Liofilizacién. (24)

Es un método de conservacién a largo plazo. Este procesoconsiste en la deshidratacién de

suspensiones microbianas congeladas y sometidas a bajas presiones de tal forma que el

agua pasa del estado sélido al gaseoso sin pasar por el estado liquido. Durante el proceso

se pierde gran cantidad de material por la formaci6n de cristales de hielo por lo que es

necesario usar un medio de soporte.,

1.-
2.-

S5.-
6.-
7.

Meétodo:

Verificar la pureza de las cepas.

Elegir una colonia caracterfstica, sembrarla masivamente en BAB e
incubar de 18 - 24 h a 37°C.

Cosechar la biomasa con hisopo y hacer una suspensién en 6 mi de
suero glucosado al 7.5%.

Realizar una cuenta viable por el método de Milesy Misra o técnica
de la gota.

Ennvasar 0.5 mlde la suspensién en viales estériles

Guardar los viales a temperatura de congelacién durante una hora

Los viales se colocan en la cdmara liofilizadora y se ajusta la presién y
temperatura para que sellevea cabo el de proceso de liofilizacién.
Terminado el proceso los viales se colocan en un desecador con pentéxido

de fosforo ( agente deshidratante ), hasta sellarlos y etiquetarlos.
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2.-
3.-
4.-

B.3

1.-
2.-
3.-

4.-
5.-
6.-
7.

B.2. Técnica de Miles y Misra ( Técnica de la pota )

Tomar 180 ul de una suspension bacteriana en suero glucosado al 7.5% y
colocarlos en el primer pozo de una microplaca

Realizar diluciones dobles del pozo2al 12 utilizando CST como diluyente
De cada dilucién colocar 10 ul en placas de BAB

Incubar las placas a 37°C por 24 h

Cuantificar la viabilidad utilizando la siguiente formula:

Promedio del nimero de colonias

=  UFC/ml
Factor de dilucién por voliimen

Cuenta viable de las célulasy preparacién de microplacas de 96

pozos con cultivo celular confluente de celulas VEROQ,

B.3.1 Pase celular de botella a microplaca.

Seleccionar botellas de 75 cm® con una confluencia celularde 90 - 100%.
Preparar medio de crecimiento (MEM )y tripsina-verseno al 0.025%.
Descartar el medio de cultivo por ¢l lado contrario a la monocapa y agregar
2 ml de tripsina-verseno .
Dejar actuar la tripsina- verseno residual aproximadamente 2 minutos a 37°C.
Revisar la botella hasta observar la disgregacién de las células.

Apgregar S ml de medio de crecimiento complementado y homogenizar .

Tomar 0.1ml de esta suspensién para hacer la cuenta célular.
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2.-

3.-
4-

s+ and celular,

Preparar una dilucién 1:10 de la suspencidn oflular, utilizando azul de tripano.
Para lacoentr celniar se utitiza una cémara de New-bawer y sccoloca una gota

dic 1a suspencita 1:10 en cada exoremo -
Coetar 8 coadremaes 'y sacar el promedio.
Ajosiar la dilncide de acuerdo 2 1a sigaiente féonula:

Promedio del x  facoede x 10,000
# de ofullas dilucida

# &c oflulas descadas por /ml

X: difncidn.
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_Ajustar Ia suspenci6n celular de acuerdo al niimero de requerido y colocar

180 ul de la suspensién por pozo. Agitar

Etiquetar l1a microplaca con los siguicntes datos:

Linea celular.
Niimero de pase.
Tipo de ensayo
Fecha,

B.4. Técnica para fijar preparaciones de células.

1.-

3.-
4.
5.
6.-
7.
8.-

9.-
10.-

Preparar una microplaca de 24 pozos con pequefios fragmentos de
cubreobjetos, previamente desengrasados y esterilizados.

Adicionar 180 ul de la suspensién celular e incubar a 37 °C hasta obtener
una confluencia celular de 90-100%

Adicionar 20 ul del sobrenadante que previamente haya dado efecto
citotonico y citotoxico en CC.

Incubar la microplaca a 37°C de24-96h

Revisar diariamente y fijar las preparaciones segiin se presente ¢l efecto.
Eliminar el medio de cultivo, procurando no dafiar la monocapa de células,
Lavar las celulas con solucién de PBS estéril

Fijar las preparaciones con metanol absoluto

Secar los fragmentos de cubreobjetos y tefiir durante 30 minutos con
colorante de Giemsa 1 : 50

Lavar con PBS hasta quitar ¢l exceso de colorante.

Montar cada preparacién en portaobjetos utilizando resina .
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B.S.  Relacién estadistica del nGmero mds probable de microorganismos,

Tabla de Mac Cray
Datos
Tubos inoculados:

3 con 1 ml dilucién 1: 10 = 0.1g muestra

3 con 1 ml dilucién 1:100 = 0.01g muestra

3con | ml dilucién 1:1000= 0.001g muestra
Tubos positivoes NMP/g Tubos positives NMP/g
3 3 3 3 3 3
(0.1) (0.01) (0.001) 0.1 (0.01) (0.001)
0 1] 0 30 [ 0 9.1
0 0 1 3.0 2 0 1 140
0 0 2 6.0 2 0 2 200
0 0 3 9.0 2 0 3 260
0 1 [] 30 2 1 0 15.0
0 i 1 6.1 2 1 1 200
0 i 2 92 2 1 2 210
0 1 3 120 2 1 3 340
0 2 0 6.2 2 2 0 210
0 2 1 9.3 2 .2 1 280
0 2 2 120 2 2 2 350
o 2 3 160 2 2 3 420
0 3 0 94 2 3 0 29.0
[ 3 1 130 2 3 1 360
0 3 2 160 2 3 2 40
0 3 3 19.0 2 3 3 53.0
- 0 0 36 3 [ [} 230
1 0 1 72 3 0 1 390
1 0 2 110 3 0 2 64.0
1 0 3 15.0 3 ] 3 950
1 1 0 73 3 1 0 43.0
1 1 1 110 3 1 1 75.0
1 1 2 150 3 1 2 120.0
1 1 3 19.0 3 1 3 1600
1 2 0 11.0 3 2 0 930
1 2 1 150 3 2 1 1500
1 2 2 200 3 2 2 2100
1 2 3 240 3 2 3 2900
1 3 0 160 3 3 0 2400
1 3 1 200 3 3 1 460.0
1 3 2 240 3 3 2 1,100.0
1 3 3 290 3 3 3 +1,100.0
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